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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS  
 
AcMo: (Acrónimo) Anticuerpos monoclonales 
ACTH: (Acrónimo) Hormona Adrenocorticotropina 
Aex: Adenosina extracelular 
AMP: (Acrónimo) Monofosfato de adenosina 
AMPc: (Acrónimo) AMP cíclico 
APC: (Acrónimo) Aloficocianina 
APCs: (Acrónimo) Células presentadoras de antígenos 
ATP: (Acrónimo) Trifosfato de adenosina 
CDs: Células dendríticas 
CRH: (Acrónimo) Hormona Liberadora de Corticotropina 
CT: Corticosterona 
CTLA-4: (Acrónimo) Antígeno 4 asociado al linfocito T citotóxico 
dpt: Días post-tratamiento 
Dex: Dexametasona 
DN: Doble Negativa 
DP: Doble Positiva 
DTU: (Acrónimo) Unidades Discretas de Tipificación 
ECG: Electrocardiograma 
ELISA: (Acrónimo) Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas 
FITC: (Acrónimo) Isotiocianato de fluoresceína 
FoxP3: (Acrónimo) Forkhead box P3 
GCs: Glucocorticoides 
GFP: (Acrónimo)  Proteína fluorescente verde 
GITR: (Acrónimo) Gen relacionado con la familia de receptores de TNF-α inducido por 
glucocorticoides 
GLsc: ganglios linfáticos subcutáneos 
GR: (Acrónimo) Receptor de glucocorticoides 
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GRE: (Acrónimo)  Elementos de Respuesta a Glucocorticoides 
GVHD: (Acrónimo) Enfermedad de injerto versus huésped 
HAI: Hemoaglutinación indirecta  
HPA: Hipotálamo-Pituitario-Adrenal 
i.p.: Intraperitoneal 
IBD: (Acrónimo) Enfermedad inflamatoria intestinal  
IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa  
IFI: Inmunofluorescencia indirecta 
IFN-γ: Interferón γ 
IL-10: Interleucina10 
IL-12: Interleucina 12 
IL-15: Interleucina 15 
IL-2: Interleucina 2 
IL-35: Interleucina 35 
IL-5: Interleucina 5 
IL-6: Interleucina 6 
IL-7: Interleucina 7 
IPEX: (Acrónimo) Síndrome de inmunodeficiencia, poliendocrinopatía y enteropatía ligado al 
cromosoma X 
LAG-3: (Acrónimo) Gen  de activación linfocitaria 3 
LPS: Lipopolisacárido 
mARN: (Acrónimo) ARN mensajero 
MBP: (Acrónimo) Proteína básica de mielina 
MCC: Miocardiopatía Chagásica Crónica 
MEPRA: Misión de Estudios de Patología Regional Argentina 
MHC: (Acrónimo) Complejo mayor de histocompatibilidad 
NK: (Acrónimo) Células asesinas naturales 
NO: (Acrónimo)  Óxido Nítrico 
Nrp1: (Acrónimo) Neuropilina-1 




PBS: Buffer Fosfato Salino 
PCR: (Acrónimo) Reacción en cadena de la polimerasa 
PE: (Acrónimo) Ficoeritrina 
PerCP: (Acrónimo) Peridin-clorofila 
pTregs: (Acrónimo) Células T reguladoras periféricas 
SF: Solución Fisiológica 
SFB: Suero Fetal Bovino 
SP: Simple Positiva 
T. cruzi: Trypanosoma cruzi 
Tconv: Células T convencionales 
TCR: (Acrónimo) Receptor de células T 
Tef: Células T efectoras 
TGF-β: (Acrónimo) Factor de crecimiento transformante β 
TLRs: (Acrónimo) Receptores tipo Toll, Toll Like Receptors 
TNF-α: (Acrónimo) Factor de necrosis tumoral α 
Tregs: Células T reguladoras 
tTregs: (Acrónimo) Células T reguladoras tímicas 
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PALABRAS PROVENIENTES DEL INGLÉS 
 
Background: Ruido de  fondo 
Buffer: Solución reguladora 
Bystander: Activación/Inhibición inespecífica 
Discrete Typing Units: Unidades Discretas de Tipificación 
Dot Plot: Gráfico de puntos 
Forward Scatter: Dispersión Frontal 
Gate: Área 
Gatting: Selección de poblaciones 
GCs Receptor: Receptor GCs 
Graft versus Host Disease: Enfermedad de injerto versus huésped 
Homing: Tráfico 
Loop: Circuito 
Naïve: Inmadura o sin experiencia antigénica 
Non-obese diabetic: Diabéticos no obesos 
Output: Salida 
Pool: Compartimiento común 
Potter: Homogeneizador 
Pellet: Sedimento celular 
Screening: Cribado o proceso de detección 
Scurfy: Escamoso o con caspa 
Sham: Simulador / Cirugía simulada 
Side Scatter: Dispersión Lateral 
Splicing: Empalme 
T Cell Receptor: Receptor de Células T 
Tethering: Atado o unido 
Toll Like Receptor: Receptor tipo Toll 






El desenlace de la infección por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es el resultado de una compleja 
serie de interacciones donde los mismos mecanismos que se ponen en marcha para contener al parásito 
son también capaces de inducir daño tisular. En función de ello es evidente que el desarrollo de la 
respuesta anti-infecciosa estará acompañado de una respuesta reguladora inmuno-endócrina orientada 
a reducir las consecuencias patológicas de esta tripanosomiasis. En este proceso de auto-control 
podrían tener un papel particular las células T reguladoras (Tregs) y los glucocorticoides (GCs). 
Los linfocitos Tregs CD4+FoxP3+ constituyen una población inmunosupresora que puede 
actuar sobre poblaciones efectoras por contacto directo o mediante la secreción de citocinas 
inmunoreguladoras.  Por otra parte, las citocinas pro-inflamatorias producidas durante un proceso 
inflamatorio o infeccioso, activan el eje hipotálamo pituitario adrenal (HPA) con la consiguiente 
liberación de GCs, los que ejercen efectos inmunosupresores sobre la respuesta inmune. A su vez Los 
GCs podrían favorecer el desarrollo de las Tregs durante procesos inflamatorios, sin embargo esta 
posibilidad no se ha investigado en profundidad en procesos infecciosos.  
En nuestro laboratorio se han caracterizado dos modelos de infección experimental murina con 
T. cruzi que muestran una diferente resolución de la enfermedad aguda. Mientras que los animales 
C57BL/6 presentan un 100% de mortalidad como consecuencia de una respuesta inflamatoria 
exacerbada, la cepa BALB/c es parcialmente resistente a la infección y exhibe una respuesta defensiva 
más balanceada.  
El objetivo de este trabajo fue evaluar el papel que las Tregs podrían desempeñar en el patrón 
de susceptibilidad/resistencia previamente observado y en las alteraciones inmunológicas que tienen 
lugar a nivel tímico durante la infección con T. cruzi. Los estudios también apuntaron a analizar la 
relación que se establece entre las células Tregs y los GCs, como así también a la manipulación de la 




Los resultados obtenidos indican que el perfil de resistencia observado en los animales 
BALB/c se asocia a mayores niveles basales de Tregs en la periferia y a una expansión más eficiente 
de esta población, lo cual se refleja en un mejor balance homestático entre células Treg y células T 
efectoras (Tef). Por el contrario, en los animales C57BL/6, la mayor susceptibilidad se asocia a un 
cierto grado de parálisis de la población de células Tregs, lo cual sugiere que los mecanismos 
supresores serían largamente superados por la respuesta efectora. Además, y en relación a esto último, 
mostramos que los GCs endógenos serían necesarios para mantener el balance Tef/Treg durante el 
curso de la infección.  
Por último, revelamos que la administración de Dex+IL-2 puede modular positivamente el 
balance Tef/Treg e influenciar de forma diferencial el curso de la infección. Estudios futuros que 
recurran a esta estrategia permitirían optimizar terapias que expandan específicamente a las Tregs en 
otros contextos inflamatorios. 
CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN   
1 
 
CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 
1.1 CÉLULAS T REGULADORAS  
 
1.1.1 Generalidades sobre células T reguladoras 
La noción de supresión mediada por células T se remonta alrededor de 45 años atrás, época en 
la que se demostró que ratones normales a los que se les extraía el timo en los primeros 3 días de vida 
(timectomía neonatal) desarrollaban diversas manifestaciones de autoinmunidad [1]. Dicho 
procedimiento inducía en los animales adultos lesiones en las glándulas tiroides, el sistema digestivo y 
los órganos sexuales [1-3]. Sin embargo, en aquellos años la comunidad científica consideró que no 
había suficiente evidencia como para aseverar la existencia de estas células y su estudio fue 
fuertemente desacreditado. No fue sino hasta fines del siglo XX y primeros años del siglo XXI que 
pudo determinarse fehacientemente la existencia de dichas células a través de marcadores celulares y 
moleculares, hecho que facilitó enormemente su estudio. 
En el año 1995, Sakaguchi y col. son quienes reintroducen la noción de supresión mediada por 
células T al mostrar que el desarrollo de autoinmunidad en los animales sujetos a timectomía neonatal 
estaba asociada a la ausencia de una población de linfocitos T cuyo fenotipo era CD4+CD25+; y que 
cuando se transferían desde un ratón normal a uno timectomizado al nacimiento, atenuaban el 
desarrollo de autoinmunidad [4]. Posteriormente, uno de los hitos más importantes en su estudio fue el 
hallazgo de un factor nuclear de transcripción esencial para el desarrollo y mantenimiento de la 
función supresora de esta población celular, llamado FoxP3 (por “forkhead box P3”) [5-6].  
Estudios posteriores evidenciaron que la población de linfocitos Tregs no solamente evita la 
pérdida de tolerancia a lo propio (y consecuentemente el desarrollo de autoinmunidad), sino que 
además interviene tanto en la modulación de la respuesta inmunitaria antitumoral [7-8] como en la 
anti-infecciosa[7, 9-12]; y que asimismo tendría un rol importante en algunas enfermedades 
inflamatorias como la alergia y el asma[13-16]. 
En relación a su intervención en la respuesta anti-infecciosa, modularían la respuesta efectora 
tendiente a la eliminación de virus (por ejemplo HIV, Citomegalovirus, HCV, Herpes Simplex)[8, 17-
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19], bacterias (Helicobacter spp) [8, 12], hongos (Candida albicans y Pneumocystis carinii)[8, 11, 20] 
y parásitos[21-24].  
Las células Tregs también intervienen en el desarrollo de procesos fisiológicos naturales tales 
como la tolerancia oral y la tolerancia materno-fetal[8, 25]. En particular, en la tolerancia materno-
fetal favorecen la progresión del embarazo, debido a que evitan que la respuesta inmune materna se 
dirija hacia los antígenos paternos del feto (semi-alogénicos) [2, 8, 25-26]. Las células Tregs aumentan 
en circulación durante el primer y segundo trimestre del embarazo, y se las puede detectar en el 
útero[26-28]. En modelos murinos, la eliminación de esta población celular, o el deterioro de su 
función, conduce a la pérdida gestacional [8, 25-26]. Paralelamente, se ha observado que mujeres con 
cantidades bajas de linfocitos Tregs presentan mayores tasas de aborto y preclampsia[26, 29]. 
 
1.1.2 Identificación de las células Tregs  
Dentro de la población celular T existen varias subpoblaciones que presentan acción 
supresora. Las células Tregs propiamente dichas, corresponden mayoritariamente a la población que 
expresa el fenotipo CD4+CD25+FoxP3+. En sangre, esta población representa aproximadamente el 1-7 
% de las células CD4 SP, dependiendo de la especie y de la estrategia de “gating” utilizada. Sin 
embargo, también se ha reportado la existencia de Tregs FoxP3+ que expresan niveles bajos o nulos de 
CD25 (CD4+CD25-/lowFoxP3+), las cuales también presentan una fuerte capacidad supresora[30-31]. 
Las Tregs se encuentran presentes en los órganos linfoides secundarios (bazo y ganglios linfáticos), 
como así también en los tejidos periféricos y en circulación; de modo que se encuentran ampliamente 
distribuidas en el organismo[32-34].  
La expresión del factor nuclear de transcripción FoxP3 juega un papel crítico para el 
desarrollo y la funcionalidad de esta población. El gen FoxP3 fue originalmente identificado en una 
cepa de ratones denominada “Scurfy” (escamoso o con caspa). Estos animales surgieron en los años 
50 como resultado de la aparición de una mutación espontánea, recesiva y letal ligada al cromosoma X 
[35-36]. Sin embargo, no fue hasta los años 90 que se los caracterizó más detalladamente desde el 
punto de vista inmunológico y genético. Estos estudios demostraron que los ratones “Scurfy” machos 
morían alrededor del mes de vida como consecuencia de un severo cuadro de autoinmunidad mediado 
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por células T [37-40]. Posteriormente, se determinó que una mutación en el gen FoxP3 era la 
responsable de la patología que exhibían los ratones “Scurfy” [36]. Coincidentemente, esta mutación 
también se describió en seres humanos y es la causa del “Síndrome de Inmunodeficiencia, 
Poliendocrinopatía y Enteropatía ligado al cromosoma X” (patología conocida como “IPEX” por su 
sigla en inglés)[41].  
La demostración posterior de que la expresión de FoxP3 era esencial para el desarrollo de la 
función supresora[5-6, 42], hizo de FoxP3 un marcador fenotípico inequívoco de la población Treg en 
ratones. Sin embargo, no sucede lo mismo en seres humanos, en donde se requiere de marcadores 
adicionales para la determinación fehaciente de la población Treg, ya que hay reportes que indican que 
algunas células T activadas (no reguladoras) podrían expresar FoxP3 de manera transitoria sin adquirir 
capacidad supresora [43-45]. 
Si bien la expresión constitutiva de CD25 (cadena α del receptor de interleucina (IL)-2) se 
determinó mucho antes de la caracterización de FoxP3, una serie de estudios posteriores mostraron 
que la IL-2 era vital para el desarrollo y homeostasis de las Tregs [46-48]. La presencia de IL-2 
favorece la expresión de FoxP3, sin embargo y dado que las Tregs no sintetizan esta citocina, in vivo 
dependen completamente de la IL-2 producida por las células T efectoras (Tef) [49-51]. Por otra parte 
cabe destacar que en ratones la totalidad de la población de Tregs, independientemente del nivel de 
expresión de CD25 (CD25low/high), presenta actividad supresora; mientras que en seres humanos sólo lo 
hace la población CD4+FoxP3+ con expresión elevada de CD25 (CD25high) [52-53]. 
Otros marcadores celulares que suelen ser empleados junto a CD25 para identificar a las 
células Tregs son: el “Antígeno 4 asociado al Linfocito T Citotóxico” (CTLA-4),  el “Gen 
Relacionado con la Familia de Receptores de TNF-α inducido por Glucocorticoides” (GITR), el “Gen  
de Activación Linfocitaria 3” (LAG-3), el factor de transcripción “Helios” y la cadena α del receptor 
de IL-7 (CD127low); siendo este último sólo utilizado como marcador de Tregs en seres humanos [54-
60]. Lamentablemente, ninguno se expresa específicamente en las Tregs, y muchos de ellos también 
son expresados por las células T convencionales (Tconv) luego de su activación[60]. En el caso 
particular de CD127, su nivel de expresión en las Tregs es bajo (por esa razón se lo denomina 
CD127low), en comparación al observado en las células T activadas (CD127high)  [59-60]. No obstante, 
CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN   
4 
 
se ha reportado que la expresión de CD127 disminuye en la mayoría de los linfocitos T CD4+ luego de 
su activación, por lo que CD127low solo sería un marcador útil para las Tregs humanas en condiciones 
fisiológicas normales[60-62]. Los marcadores empleados para identificar a las Tregs se resumen en la 
figura 1A 
 
1.1.3 Clasificación de las células Tregs 
Las células Tregs se subclasifican de acuerdo a su origen en células derivadas del timo 
(tTregs) y en células periféricas (pTregs) [63]. Las tTregs maduran en el timo, en donde expresan 
constitutivamente el factor de transcripción FoxP3 y la molécula CD25 (FoxP3+CD25+), para luego 
migrar a la periferia [6, 64]. Las pTregs son linfocitos Tconv CD4+, que bajo cierto tipo de estímulos 
son capaces de inducir la expresión de FoxP3 (Figura 1A)[31, 64-65]. Ambas poblaciones constituyen 
el “pool” periférico de Tregs. 
En sustento del hecho que las Tregs intervienen en el mantenimiento de la tolerancia a lo 
propio, la evidencia experimental muestra que los receptores de reconocimiento antigénico de estas 
células (llamados TCR por “T Cell Receptor”), exhiben un repertorio muy amplio, que si bien se 
superpone en cierto grado al repertorio de las Tconv, parece reconocer preferentemente antígenos 
propios[47, 66-68].   
En el timo tiene lugar el proceso de selección denominado tolerancia central, que tiene como 
objetivo evitar que los linfocitos T reconozcan y reaccionen contra antígenos propios una vez que 
salen a periferia. La selección del repertorio de TCRs se da a través de un proceso de selección 
negativa y positiva. Esta selección requiere de interacciones moleculares entre el TCR y las moléculas 
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por “Major Histocompatibility Complex”), como 
así también de señales co-estimuladoras mediadas por CD28[64, 69-70]. Las células epiteliales tímicas  


































Figura 1   
 
A) Diferenciación de las distintas subpoblaciones de células T con función supresora. Las células 
Tregs tímicas (tTregs) maduran en el timo a partir de timocitos doble positivos CD4+CD8+ (DP) y 
timocitos CD4+ simple positivos (CD4 SP), en donde adquieren la expresión de FoxP3+ y luego son 
exportadas a la periferia. En la periferia y bajo ciertas condiciones los linfocitos Tconv CD4+ pueden 
adquirir de forma inducida la expresión de FoxP3. A estas células se las denomina Tregs periféricas 
(pTregs). Ambas poblaciones (tTregs+pTregs) constituyen el “pool” periférico de Tregs CD4+FoxP3+. 
Las Tregs FoxP3+ expresan constitutivamente CD25 (cadena α del receptor de IL-2) y también CTLA-
4 (antígeno 4 asociado al linfocito T citotóxico), GITR (gen relacionado a la familia de receptores de 
TNF-α inducido por glucocorticoides), LAG-3 (gen de activación linfocitaria 3) y CD127low (cadena α 
del receptor para IL-7). También existen otras poblaciones T supresoras que no expresan FoxP3: las 
células T reguladoras tipo 1 (Tr1) y las células T helper 3 (Th3), que median su acción a través de la 
secreción de IL-10 y TGF-β respectivamente. B) Proceso de selección tímica. La selección del 
repertorio de TCRs se produce a través de un proceso de selección negativa y positiva basado en el 
grado de afinidad de la interacción «TCR-péptido propio (p)-MHC», en base al cual se determinará el 
destino del timocito en desarrollo. Las células que no son capaces de reconocer un complejo «p-
MHC» en el timo mueren por apoptosis. Por otra parte, el reconocimiento del «p-MHC» con una 
afinidad muy alta, hace que el timocito sea eliminado (o seleccionado negativamente) por ser 
potencialmente autoreactivo. El reconocimiento de un «p-MHC» con baja afinidad permite que el 
timocito sea seleccionado positivamente y posteriormente se diferencie en linfocito Tconv CD4+ o 
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expresan MHCs que exhiben un amplio repertorio de autoantígenos (incluso aquellos que sólo se 
expresan en órganos o tejidos específicos), hecho que permite seleccionar a los linfocitos T en base a 
su potencial autoinmune. Es decir que el grado de afinidad de la interacción TCR-péptido propio(p)-
MHC determinará el destino del timocito en desarrollo. Una afinidad muy alta, hace que el timocito 
sea eliminado por ser potencialmente autoreactivo, mientras que una afinidad baja, permite que sea 
seleccionado positivamente (Figura 1B).  
Durante el proceso de maduración tímica, algunos timocitos son específicamente 
seleccionados para diferenciarse en tTregs. Si por definición las Tregs reconocen antígenos propios, es 
lógico pensar que presentarán una avidez muy alta por su p-MHC, lo que llevaría a su eliminación. Por 
ello, algunos autores proponen que la diferenciación de los timocitos hacia tTregs ocurre dentro de un 
rango de afinidades en donde el grado de interacción TCR-(p)-MHC es mayor que el requerido para la 
selección positiva de las células Tconv, pero menor que aquel que induce la deleción clonal [31, 64, 71-
72] (Figura 1-B). Además, la diferenciación de tTregs requeriría de la presencia intratímica de IL-2, 
IL-7 e IL-15, aunque estas dos últimas en menor medida [73].  
A diferencia de lo que ocurre en timo, la inducción de células pTregs en la periferia tiene lugar 
a partir de células T CD4+CD25-  FoxP3-  “naÏve” y requiere de la estimulación del TCR por antígenos 
no propios (por ejemplo: alérgenos, antígenos alimentarios o microbiota comensal) bajo condiciones 
sub-inmunogénicas [31, 65, 74-77]. Asimismo, esta diferenciación  extratímica también puede tener 
lugar durante procesos tumorales[51, 78] y durante las infecciones virales o bacterianas [51, 79-80]. 
Las condiciones que favorecen la diferenciación extratímica de las pTregs incluyen el reconocimiento 
antigénico por células dendríticas (CDs) inmaduras y estímulos adicionales tales como la presencia del 
factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), IL-2, IL-10 y ácido retinoico[51, 81-85].  
Una cuestión que aún no se ha clarificado totalmente es el modo en que ambas poblaciones de 
células reguladoras ejercen su acción supresora in vivo. Estudios realizados en un modelo de colitis 
experimental revelaron que tanto las tTregs como las pTregs se requerirían para contener la 
inflamación asociada a la enfermedad, lo que sugería que existía una complementación funcional entre 
ambas poblaciones[86]. Por otra parte, Haribhai y col. mostraron que - en ausencia de las pTregs- las 
tTregs son incapaces de suprimir la inflamación crónica y la autoinmunidad, posiblemente  
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consecuencia de diferencias en el repertorio de TCRs que existiría entre ambas poblaciones [87]. 
Asimismo, otros investigadores aseguran que las funciones de las pTregs y tTregs no se solapan y que 
cada tipo celular presenta funciones supresoras especializadas [85, 88].  
Tomando en cuenta que ambas poblaciones tienen un origen distinto y las posibles diferencias 
en su carácter  inmunosupresor, es evidente que adquiere cada vez más importancia poder contar con 
un marcador que permita diferenciar in vivo las tTregs de las pTregs de forma específica. En relación a 
esto, unos años atrás, se había cifrado una serie de expectativas sobre el factor nuclear de transcripción 
Helios, el cual se creyó  que se expresaba únicamente en las tTregs [85, 89-91]. Sin embargo,  trabajos 
posteriores reportaron que la expresión de Helios también se induce durante la activación y 
proliferación de las células Tconv y las células pTregs[85, 92-93]. En otras palabras, Helios sólo podría 
emplearse como marcador de tTregs en animales sin experiencia antigénica. Además, debido a su 
naturaleza intracelular, Helios presenta un valor limitado para distinguir y separar tTregs de pTregs 
cuando deben realizarse ensayos funcionales posteriores. Recientemente, se ha propuesto al receptor 
de membrana Neuropilina-1 (Nrp1)  como posible marcador para distinguir entre tTregs y pTregs, ya 
que este sólo se expresaría en las primeras[88, 94]. Debido a que el mismo se trata de un marcador de 
superficie, permitiría distinguir y separar tTregs de pTregs; lo cual representa una ventaja sobre 
Helios. Sin embargo, algunos autores observaron que las pTregs obtenidas bajo condiciones 
inflamatorias también expresan Nrp1[94-95]. Actualmente, la comunidad científica aún continúa la  
búsqueda de un marcador fidedigno que permita distinguir las tTregs de pTregs.  
Existen otras 2 estirpes de linfocitos T que, a pesar de no expresar FoxP3 de manera 
constitutiva, son capaces de ejercer acción supresora. Estas son las llamadas células Tr1 y Th3 (Figura 
1A). Las células Tr1 expresan el fenotipo CD4+FoxP3- y median su actividad supresora principalmente 
a través de la producción de IL-10[96-97] (Figura 1A). Presentan un perfil de secreción de citocinas 
característico y distintivo, determinado por niveles elevados de IL-10, niveles intermedios de TGF-β e 
IL-5 y niveles reducidos de IL-2 [98-100]. Cabe notar que si bien las células Tr1 no expresan FoxP3 
de manera constitutiva, pueden inhibir la proliferación de células Tef de manera similar a las Tregs 
FoxP3+[101-102]. A diferencia de lo que ocurre con las Tregs clásicas, el desarrollo de las Tr1 no 
parece estar asociado a la expresión de un factor de transcripción característico. Sin embargo, 
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recientemente se las ha caracterizado, tanto en seres humanos como en ratones, a través de una serie de 
marcadores de superficie que permite definirlas como CD4+FoxP3- CD49b+LAG-3-  [100, 103]. El 
principal mecanismo de supresión de las Tr1 es mediado por la secreción de IL-10 [100, 104], 
mecanismo conocido como supresión “bystander”. La secreción de IL-10 inhibiría la maduración de 
las CDs e induciría la tolerancia de los linfocitos T [100, 104]. Asimismo, son capaces de inducir la 
citólisis de células blanco mediante la liberación de granzima B y perforina, como también inducir la 
muerte de células presentadoras profesionales mieloides a través del contacto célula-célula [100, 105].  
Las células Th3 presentan un fenotipo CD4+FoxP3-  (Figura 1A),  pueden diferenciarse a partir de 
células T CD4+ “naïve” y participan activamente en la inducción y mantenimiento de la tolerancia 
oral frente a antígenos dietarios y componentes propios de la flora comensal mediante la secreción de 
TGF-β[106-108]. Tanto las Tr1 como las Th3 se generan en la periferia luego de la interacción 
TCR:MHC-antígeno en condiciones tolerogénicas. Estas condiciones están dadas por un conjunto de 
factores: ausencia de citocinas inflamatorias, presencia de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 
(Tr1) o TGF-β (Th3), baja expresión de moléculas co-estimuladoras o producción de ácido retinoico 
por las CDs de la mucosa intestinal [97, 99-100, 107-110].  
 
1.1.4 Blanco de acción y especificidad de las células Tregs  
En los últimos años se generaron serios debates dentro de la comunidad científica en relación 
a la especificidad antigénica de las Tregs FoxP3+. Algunos discusiones  giraban en torno a cuestiones 
tales como: ¿Su actividad supresora es o no antígeno específica?; ¿Reconocen antígenos propios, 
extraños o ambos?; ¿Si reconocen antígenos extraños, su repertorio de especificidades es similar al de 
las células Tconv? ¿La actividad supresora se ve afectada por la especificidad antigénica de la célula que 
será regulada? 
Si bien numerosos estudios in vivo e in vitro han demostrado que la activación de las Tregs se 
produce tras el reconocimiento de su antígeno específico[55, 111], estas pueden suprimir células con 
igual o distinta especificidad antigénica que ellas mismas, en función del mecanismo que utilicen (por 
ejemplo: supresión “bystander” o contacto célula célula)[55, 112-113]. No obstante, es lógico pensar 
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que la regulación será más efectiva, y por ende más relevante desde un punto de vista fisiológico, si 
ambas poblaciones  -célula Treg y célula Tef- tuviesen la misma especificidad.  
Como se comentó anteriormente, los linfocitos Tconv son seleccionados e instruidos para 
reconocer potenciales antígenos extraños. En contraposición, se pensaba que las tTregs sólo 
reconocerían antígenos propios a fin de mantener la auto-tolerancia[55], ya que la detección de Tregs 
con reactividad hacia autoantígenos en diversos modelos experimentales, fortalecía esta hipótesis[112, 
114]. Sin embargo, estudios recientes mostraron que las células tTregs también reconocerían una 
enorme cantidad de antígenos extraños, ampliando así su repertorio de especificidades [115]. 
 
1.1.5 Activación y mecanismos de acción supresora  
En condiciones tolerogénicas (en ausencia de un proceso infeccioso o inflamatorio) las Tregs 
pueden ser activadas por CDs inmaduras. Estas células presentan niveles de expresión muy bajos de 
moléculas co-estimuladoras (CD80/86) y moléculas del  MHC clase II, lo cual impide lograr la 
activación de las células T vírgenes autorreactivas. Por tal motivo, las Tregs serían más sensibles a los 
antígenos propios presentados por las CDs inmaduras que las Tconv[116-118]. 
Las Tregs inhiben la activación, la expansión clonal, la producción de citocinas y la 
diferenciación de los linfocitos Tef y B [4, 119-123]. Suprimen también la función de las células NK, 
NKT, macrófagos y CDs [57, 119, 121, 123-124]. Si bien la activación de las Tregs es antígeno 
específica, se piensa que una vez activadas pueden suprimir a células T que no compartan una misma 
especificidad[55, 112-113], tal como se comentó anteriormente.  
Funcionalmente, estos mecanismos suelen clasificarse en 4 grupos (Figura 2): 
I) Supresión mediada por citocinas inhibitorias: 
Se han descripto tres citocinas que median la actividad supresora de las Tregs: IL-10, IL-35 y 
TGF-β. Cabe notar que la importancia del papel supresor de la IL-10 secretada por las Tregs 
dependerá del órgano blanco, la enfermedad, el microambiente y el sistema experimental[121]. La IL-
10 cumpliría un papel importante en el control de procesos inflamatorios crónicos a nivel digestivo, ya 
que Tregs deficientes en IL-10 son incapaces de suprimir la inflamación en un modelo experimental  
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de enfermedad de Crohn [125]. En el caso específico de la inmunidad antitumoral, sería el mismo. 
 
Figura 2. Mecanismos supresores empleados por las Tregs.  
 
I) Empleo de citocinas inhibitorias como las interleucina(IL)-10, IL-35 o el factor de crecimiento 
transformante beta (TGF-β). II) Citólisis celular inducida por la secreción de granzimas y perforinas. 
III) Disrupción metabólica inducida por privación de IL-2 o inhibición mediada por  transferencia de 
AMP cíclico (AMPc) a través de uniones GAP. IV) Modulación de la actividad de las células 
dendríticas (CDs). La interacción entre las Tregs y las CDs a través CTLA-4, induce en estas últimas 
la actividad de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que degrada el aminoácido esencial 
triptófano y genera metabolitos tóxicos para las células T efectoras. 
 
 
microambiente tumoral el que promovería la generación de linfocitos Tregs de fenotipo CD4+FoxP3+ 
y la posterior secreción de IL-10[126]. Asimismo, la producción de IL-10 por parte de las Tregs es 
esencial para mantener la respuesta inmune bajo control en zonas de contacto con el entorno externo 
tales como los pulmones y el colon [127]. Otra de las citocinas inhibitorias secretadas por las Tregs, 
TGF-β, mediaría de forma directa en la supresión de las Tef e incluso en la inhibición de las células 
NK [119]. De hecho, la producción de esta citocina es de suma importancia en el control del daño 
tisular en diversas patologías. Por ejemplo sería esencial en la respuesta contra M. tuberculosis[128] y 
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disminuiría la respuesta antitumoral que debería producirse contra linfomas foliculares[129]. Por 
último, la IL-35, es una citocina inhibitoria de la familia de la IL-12, que es preferencialmente 
secretada por las Tregs y que además favorecería de su actividad reguladora [120, 130]. De hecho, la 
presencia de IL-35 sería suficiente para que éstas adquieran acción supresora, ya que se ha observado 
que la expresión ectópica de IL-35 otorga actividad reguladora a células T “naïve”, mientras que el 
uso in vitro de IL-35 recombinante inhibe la proliferación de células Tconv  [120]. 
II) Supresión mediada por citólisis:  
La citotoxicidad celular causada por la liberación de enzimas citotóxicas es un mecanismo 
efector típicamente utilizado por los linfocitos T CD8+ y las células NK. Sin embargo, se ha observado 
que las Tregs también pueden eliminar células mediante la secreción de granzimas (A y B) y 
perforina[122]. Este mecanismo sería el encargado de reducir la inflamación que tiene lugar en el 
tracto respiratorio como consecuencia de una infección viral, en la enfermedad de injerto contra 
hospedero (o GVHD por sus siglas en inglés “Graft Versus Host Disease”) y asimismo contribuiría a 
la supresión de la inmunidad anti-tumoral [131-132]. 
III) Supresión mediada por disrupción metabólica: 
 Se han descripto diferentes mecanismos capaces de inducir disrupción metabólica sobre 
células blanco. Las Tregs activadas pueden aumentar significativamente la expresión del receptor de 
IL-2, el cual está constituido al menos por tres subunidades distintas llamadas α (CD25), β (CD122) y 
γc. Este aumento, consumiría la IL-2 circundante necesaria para la diferenciación y expansión de las 
Tef  y causaría su muerte por apoptosis[4]. Otro posible mecanismo, estaría mediado por la secreción 
de adenosina al medio extracelular por parte de las Tregs [121]. En el interior celular,  la adenosina 
tiene un rol fundamentalmente metabólico, pero en el medio extracelular su papel es otro. La 
adenosina extracelular (Aex) es producida a partir de ATP, el cual a su vez es liberado como 
consecuencia del daño celular. La Aex actúa sobre receptores específicos que se encuentran sobre las 
células inmunocompetentes, generando un efecto inmunosupresor. Dado que las Tregs pueden 
degradar el ATP extracelular a AMP y posteriormente transformarlo en Aex, favorecen de este modo la 
anergia de las células Tef y el desarrollo de CDs tolerogénicas [133]. Al mismo tiempo, la acumulación 
de Aex incrementa el número de Tregs y favorece su actividad inmunosupresora[134]. Las Tregs 
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activadas generan intracelularmente niveles elevados de AMP cíclico (AMPc). Una serie de estudios 
mostraron que el AMPc inhibe la trascripción de IL-2 por parte de los linfocitos T, mientras que el 
bloqueo de la transferencia del AMPc a través de las uniones GAP evita la supresión [131, 135]. Estos 
hallazgos sugieren que el AMPc podría ser también ser transferido por las células Tregs a través de 
uniones GAP hacia una célula blanco, induciendo de este modo su desactivación. 
IV) Supresión mediada por la modulación de la maduración y/o activación de las CDs 
Los linfocitos Tconv se activan y posteriormente se diferencian hacia células Tef cuando han 
reconocido previamente a su antígeno específico sobre las CDs. Las Tregs serían capaces de modular 
la interacción CD-linfocito T y de esta forma interferirían en el desarrollo de las células Tef [124]. En 
este sentido, estudios recientes señalan que la interacción entre las Tregs y las CDs a través de LAG-3 
bloquearía la maduración de las CDs [57]. Por otra parte, cuando esta interacción se produce a través 
de CTLA-4 (una molécula de superficie que transmite señales inhibitorias a las células T), las CDs 
activan la acción de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que degrada el aminoácido esencial 
triptófano y genera metabolitos de este aminoácido que son tóxicos para las células efectoras[136]. Por 
otra parte, la inhibición de la maduración de las CDs también tendría un papel activo en la inducción 
de tolerancia; ya que cuando las mismas presentan antígeno a las Tregs, inducen su activación [116-
118]. 
En resumen, es evidente que las Tregs disponen de un amplio abanico de mecanismos 
efectores que les permiten ejercer una acción inmunosupresora. Estos mecanismos podrían actuar en 
forma conjunta o de manera independiente, en función de las características que requiera la regulación 
de la respuesta inmune. 
 
1.1.6 Células Tregs y procesos tumorales 
A pesar de que la respuesta inmune generada contra tumores y patógenos intracelulares 
comparten ciertos aspectos, también poseen algunas diferencias. La principal diferencia, es que las 
células tumorales son de origen intrínseco, y que para montar una respuesta antitumoral efectiva es 
necesario evadir el fenómeno de auto-tolerancia. Se cree que la falla en la respuesta antitumoral no es 
sólo consecuencia de contar con un número insuficiente de células con actividad antitumoral, sino más 
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bien un fenómeno en donde el propio tumor juega un papel preponderante a favor de su persistencia y 
desarrollo[137-138]. De hecho, se han reportado varios mecanismos tumorales que suprimen la 
respuesta del hospedero, como disminuir la función de las células presentadoras de antígenos o 
generar un medio inmunosupresor a través de la estimulación de la secreción de IL-10 o TGF-β entre 
otros mediadores inhibitorios [139]. Ambos mecanismos son, al menos en parte, el resultado del 
desarrollo de Tregs. En varios tipos de neoplasias malignas, la presencia de Tregs suele incrementarse 
en sangre, en la masa tumoral y pueblan los ganglios linfáticos[9-10, 140]. La importancia de las 
Tregs quedó en evidencia tras estudios en donde el uso de anti-CD25 aumentaba la sobrevida del 
portador del tumor y ocasionaba la regresión tumoral [141]; mientras que, contrariamente, la 
transferencia adoptiva de Tregs suprimía la respuesta antineoplásica [142]. Se ha reportado además 
una relación inversa entre el número de Tregs que infiltran el tumor, el status clínico y la 
supervivencia de los pacientes[9, 143]. Una cuestión aún en estudio es porqué el número de Tregs 
aumenta en pacientes con cáncer: ¿es un intento de reprimir la respuesta antitumoral, ya que se la 
percibe como auto-reactiva, o simplemente responde al entorno inflamatorio?[126]. Otro aspecto a 
definir, es el origen de las Tregs que infiltran los tumores. Algunos estudios proponen que las mismas 
son pTregs generadas in situ o en las inmediaciones del tumor en respuesta a un contexto de citocinas 
anti-inflamatorias, tales como IL-10 o TGF-β [142]; mientras que otros sostienen que el tumor podría 
inducir la expansión y/o reclutar las tTregs preexistentes por acción de citocinas quimiotácticas [9]. 
No se puede descartar la posibilidad de que ambas situaciones ocurran en simultáneo[144]. 
 
1.1.7 Células Tregs  y autoinmunidad 
Sakaguchi y col. mostraron que ratones timectomizados dentro de los primeros tres días de 
vida (por lo tanto incapaces de generar tTregs) desarrollan autoinmunidad en forma multi-orgánica y 
que este fenómeno puede revertirse mediante transferencia adoptiva de Tregs[4]. Estos resultados, 
junto con hallazgos de otros investigadores, demostraron que la presencia de las Tregs era 
indispensable para impedir la actividad de las células T autoreactivas, por lo que jugaban  un papel 
crítico en la prevención de enfermedades autoinmunes tales como artritis reumatoidea, diabetes tipo I 
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o lupus eritematoso sistémico, entre otras[145-147]. Algunos autores sostienen que las Tregs 
actuarían, en una primera etapa, evitando la activación de las células con potencial auto-reactivo que 
llegan a los órganos linfoides periféricos y posteriormente inhibiendo su activación en los tejidos 
blanco [148]. 
Resulta entonces lógico pensar en la manipulación de las Tregs como una posible estrategia 
para combatir enfermedades autoinmunes. En este sentido, se han obtenido resultados prometedores en 
modelos experimentales de diabetes mellitus[149-150]. En la diabetes mellitus, el sistema inmune 
destruye las células pancreáticas β productoras de insulina. Al inicio de la sintomatología clínica, las 
células β residuales todavía producen insulina, lo cual ofrece una ventana terapéutica a fin de detener 
la enfermedad. En este mismo sentido, se demostró que la transferencia de Tregs específicas de 
antígenos de los islotes de células β puede revertir la diabetes en ratones NOD (Diabéticos no obesos, 
por sus siglas en inglés “Non-obese diabetic”) [150].  
Otra estrategia  prometedora consistiría en estimular las Tregs del paciente diabético mediante  
tratamiento con dosis bajas de IL-2, ya que se ha observado que su administración expande y activa a 
las Tregs tanto en seres humanos como en ratón[151]. En los ratones NOD la administración de IL-2 
durante 5 días en forma previa al establecimiento de la diabetes de tipo 1 revierte la enfermedad, y 
muestra efectos duraderos en alrededor del 60% de los animales[149]. Además, el tratamiento no sólo 
incrementa el número de las Tregs en el páncreas, sino que suprime la producción de IFN-γ por las 
células Tef que infiltran al mismo, disminuyendo notablemente la inflamación[149]. 
 
1.1.8 Papel de las Tregs en las infecciones 
El papel de las Tregs durante un proceso infeccioso es altamente complejo. Intervienen en la 
relación que se establece entre el hospedero y el patógeno y provocan un amplio rango de efectos que 
van desde la resolución favorable del proceso infeccioso, a la inducción de consecuencias perjudiciales 
para el individuo. 
En términos generales, se considera que para impedir el desarrollo de una infección es 
necesario generar una respuesta inmune patógeno-específica efectiva que no cause graves daños al 
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individuo. Esto se da como resultado de un equilibrio entre los mecanismos que median la eliminación 
del patógeno y  los que regulan la respuesta anti-infecciosa. Sin embargo, muchos patógenos son 
difíciles de erradicar y la respuesta inmune genera un intenso daño tisular como efecto colateral. En 
este caso, donde la respuesta inflamatoria se desarrolla de manera exacerbada, fallarían los 
mecanismos de control ejercidos por las Tregs. 
En la situación opuesta, cuando la respuesta patógeno-específica es excesivamente contra-
regulada por las Tregs, se podría producir  una expansión indiscriminada del microorganismo, el cual 
podría llegar a causar la muerte del hospedador.  
En una situación intermedia, la respuesta inhibitoria mediada por Tregs amortiguaría la 
inflamación a fin de prevenir el desarrollo de daño tisular pero favorecería al mismo tiempo la 
persistencia del patógeno al restringir la amplitud de la respuesta inmune efectora[152-154]. En otras 
palabras, el montaje de una respuesta inmune balanceada -en términos de inflamación/supresión- 
evitaría tanto la patología asociada al patógeno como la inmunopatología. Sin embargo, este equilibrio 
asume un costo: la persistencia de los microorganismos y el establecimiento de las infecciones 
crónicas, como las causadas por algunos virus o parásitos[19, 23].  
 
1.1.9 Potencial terapéutico de las Tregs  
Actualmente se están llevando a cabo diversos ensayos clínicos con fines terapéuticos que 
explotan el potencial anti-inflamatorio de las Tregs, con resultados prometedores[155-157]. Debido a 
que las Tregs se encuentran en una baja proporción en circulación, una de las estrategias más 
utilizadas es expandir ex vivo poblaciones de Tregs preexistentes obtenidas de sangre periférica para 
luego ser re-transplantadas al mismo paciente[158-160]. Por ejemplo, estudios en modelos 
xenogénicos de GVHD, mostraron que las tTregs expandidas ex vivo prevenían la enfermedad [161]. 
A pesar de que este enfoque terapéutico tiene un gran potencial, también presenta un cierto número de 
dificultades que habrá que superar. Una de ellas, y quizás la más relevante, es que durante la 
expansión ex vivo, algunas de las Tregs podrían reconvertirse en células T convencionales (Tconv), 
adoptar un status de “célula T activada” y adquirir funciones patogénicas[90]. 
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Asimismo, la posibilidad de manipular las Tregs representa una estrategia terapéutica 
potencial para combatir ciertas infecciones agudas o crónicas. El bloqueo de moléculas relacionadas 
con la actividad inhibitoria de estas células (CTLA-4, GITR, TGF-β o IL-10) podría emplearse como 
estrategia para disminuir el número y/o la funcionalidad de las Tregs, lo que favorecería la respuesta 
efectora y permitiría controlar más efectivamente muchas infecciones. A nivel experimental se 
observaron resultados prometedores en infecciones virales y parasitarias[21, 162-164]. Sin embargo, 
debe considerarse el potencial riesgo de implementar estrategias sistémicas en seres humanos. Debido 
a que las Tregs son centrales para controlar la homeostasis del hospedero, estrategias terapéuticas de 
este tipo podrían generar un daño tisular excesivo como consecuencia de la propia respuesta 
inflamatoria e incluso disparar desordenes autoinmunes[165]. En contraposición, otra estrategia 
posible es inducir la proliferación y activación de las Tregs como una táctica terapéutica viable en 
procesos infecciosos/inflamatorios que cursen con un daño tisular excesivo. Esto podría lograrse 
mediante la administración de citocinas que favorezcan la supervivencia o actividad de las mismas, 
como por ejemplo IL-2 o TGF-β [166].  
En relación con las enfermedades autoinmunes, y sólo a modo de ejemplo,  en 2012 se finalizó  
un ensayo clínico sobre la enfermedad de Grave en donde se observó que la administración de un 
glucocorticoide sintético mejora la función supresora de las Tregs disminuyendo la tasa de recaída una 
vez finalizado el tratamiento [167-168]. 
Finalmente, entre las  enfoques terapéuticos utilizados para combatir  neoplasias también se 
están evaluando terapias orientadas a la reducción o eliminación de las Tregs, al bloqueo de su 
migración, diferenciación y/o función; o bien a evitar que las Tef  puedan ser suprimidas. Algunos de 
estos enfoques ya están siendo evaluados en ensayos preclínicos y clínicos [169-172].  
 
1.1.10 Células Tregs e infecciones parasitarias 
Para los parásitos, quienes por definición son íntimamente dependientes de otro organismo 
vivo, la evolución no ha sido independiente de la evolución del organismo hospedador, llevando al 
desarrollo de infecciones crónicas. Para mantener con éxito su ciclo de vida, los parásitos deben 
establecer interacciones a largo plazo con sus hospederos, al mismo tiempo que demoran o evitan la 
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muerte del mismo. En parte este equilibrio hospedero-patógeno se logra a través de una modulación 
compleja tanto de la respuesta inmune innata como de la adaptativa. Durante el desarrollo de una 
infección parasitaria crónica, el hospedero debe mantener una respuesta inmune antiparasitaria 
constante a fin de evitar la expansión indiscriminada del mismo. Al mismo tiempo, las Tregs serían 
necesarias para monitorear el grado de esta respuesta y prevenir el desarrollo del daño tisular en 
aquellos tejidos con una exposición constante al medioambiente, tales como los pulmones, piel e 
intestinos[19, 165, 173-176]. 
El correcto desarrollo de la respuesta reguladora durante el curso de infecciones parasitarias 
sería beneficioso tanto para el parásito como para el hospedero. La inducción de la respuesta 
reguladora es una estrategia comúnmente utilizada por los parásitos y normalmente se asocia con el 
control de la respuesta inmune efectora del hospedero y favorece su supervivencia a largo plazo. En 
contraposición, para el hospedero, la activación de la respuesta reguladora evitaría  el desarrollo de 
inmunopatología tisular y favorecería el mantenimiento de la memoria inmunológica [177]. 
La fase aguda de una infección parasitaria suele estar determinada por la disminución en la 
carga parasitaria. Una vez establecida la fase crónica, el hospedero se encontrará protegido contra 
futuras re-infecciones debido a la presencia de una pequeña población parasitaria que es normalmente 
tolerada, fenómeno conocido como inmunidad concomitante [177]; lo cual sugiere que  la persistencia 
de antígenos parasitarios sería necesaria para el mantenimiento a largo plazo de la memoria 
inmunológica, en particular la mediada por células T CD4+[178].  
Contrariamente, la inmunidad esterilizante evitaría el mantenimiento de memoria, dejando al 
hospedero a merced de una nueva reinfección [178]. En este sentido, Uzonna y col. demostraron que 
ratones crónicamente infectados con L. major eran inmunes ante una re-infección, a diferencia de 
aquellos que habían logrado la erradicación total del parásito durante la primo infección [177-179]. De 
tal modo, las Tregs mediarían dos efectos opuestos: Por una parte, suprimirían localmente las 
funciones de las células efectoras, mientras que por otra, permitirían el mantenimiento de un pool de 
células de memoria que conceden protección contra la reinfección. 
Cabe mencionar que el accionar de las Tregs puede traer consecuencias desfavorables para el 
hospedero y la respuesta inmune que este monta durante una infección. El control excesivo de la 
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respuesta efectora mediada por las Tregs permitiría la expansión indiscriminada de los parásitos, 
poniendo en riesgo la supervivencia del hospedero[180-181]. Esto se evidenció en modelos murinos 
de malaria, donde la depleción de las Tregs restituye la respuesta inmune efectora, logrando un mejor 
control parasitario y disminuyendo la letalidad asociada a la infección [181-182]. En este mismo 
sentido, estudios in vitro empleando células mononucleares de sangre periférica obtenidas de pacientes  
infectados con P. falciparum, demostraron que luego de la remoción de las Tregs se incrementa la 
respuesta proliferativa y la producción de IFN-γ al enfrentarlas contra antígenos del parásito [181, 
183].  
Contrariamente, un aumento excesivo del número de Tregs puede disparar la reactivación de 
distintas parasitosis. En un modelo murino de leishmaniasis, la transferencia de Tregs entre ratones 
infectados en forma crónica generó la inhibición de la respuesta de memoria y consecuentemente la  
reactivación de la enfermedad[184]. 
Considerando lo anterior, no resulta extraño que la inducción y la supervivencia de las Tregs 
pueda llegar a ser  manipulada por los parásitos.  Dado que el TGF-β es un factor muy importante para 
la supervivencia local y para la función de las Tregs[185], varios patógenos pueden gatillar 
directamente la producción de esta citocina por parte de las células que infectan o de aquellas con las 
cuales entran en contacto[182]. Las Tregs no solamente pueden reconocer antígenos específicos 
propios como extraños, sino que además pueden responder a elementos microbianos a través de 
receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés “Toll Like Receptor”) y en forma 
independientemente de la especificidad del TCR (4, 5, 7 y 8[165]).  Por ejemplo, se ha observado que 
la exposición de las tTregs a lipopolisacárido (LPS) conduce a un aumento en la expresión de los 
marcadores superficiales de activación junto con un aumento en la capacidad proliferativa [186]. Otro 
mecanismo por el cual los parásitos podrían manipular la función de las Tregs sería la creación de un 
entorno que favorezca la retención de las Tregs. Por ejemplo, en un modelos experimental de malaria 
se ha observado que  las Tregs se acumulaban preferencialmente en el sitio de la infección [23, 187]. 
 




1.2 ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 
1.2.1 Definición y breve historia. 
La Enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis americana, es una 
zoonosis  causada por el parásito protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) el cual es 
transmitido por insectos triatominos. Algunas de las especies más importantes en la transmisión del T. 
cruzi al hombre son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimitata [188-189]. En nuestro 
país, el vector más común es el Triatoma infestans, popularmente conocido como “vinchuca”[188-
190]. 
La Enfermedad de Chagas  es una afección hemática y tisular, que  afecta al ser humano de  
diversas maneras, particularmente al corazón y al sistema digestivo. La enfermedad fue nombrada en 
homenaje al médico que la descubrió en 1909, el brasileño Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas 
(1879-1934). El descubrimiento por parte de Chagas de la Tripanosomiasis americana es un caso 
único en la historia de la Medicina; debido al hecho en el cual un solo investigador describió no solo 
una nueva enfermedad humana, sino que además descubrió el agente etiológico de la misma y su 
vector, resolviendo el ciclo completo de la infección[191-193]. Asimismo, también estudió las fases 
aguda y crónica de la enfermedad y su patología[191, 194-195]. Al parásito  que causa la enfermedad, 
Chagas lo nombró Trypanosoma cruzi en honor a Oswaldo Cruz, famoso médico y epidemiólogo 
brasileño, quien fuera su mentor[191].  
En nuestro país, la Enfermedad de Chagas es también conocida como Enfermedad de Chagas-
Mazza en homenaje al médico argentino Dr. Salvador Mazza, quien comenzó a estudiar esta 
enfermedad en la Argentina a principio de los años 20, para terminar convirtiéndose en el principal 
referente de la misma en nuestro país[191]. Debido a que la enfermedad de Chagas afectaba 
principalmente a las clases socio-económicas más desfavorecidas, la misma no recibió la atención 
necesaria e incluso llegó a ser negada como patología por parte de los círculos médicos argentinos de 
la época[191]. El impacto principal del trabajo de Mazza fue, precisamente, corregir esta percepción y 
predicar la Enfermedad en las escuelas de Medicina. Asimismo, Mazza impulsó la creación de la 
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Misión de Estudios de Patología Regional Argentina (M.E.P.R.A) en 1928 cuya finalidad era la de 
propender al mejor conocimiento de las enfermedades, especialmente las de carácter infecto-




Desde un punto de vista epidemiológico, la manifestación de la Enfermedad de Chagas 
depende de la presencia e interacción de 3 elementos: 1) el Trypanosoma cruzi, su agente etiológico; 
2) los triatominos, quienes constituyen el vector del parásito y 3) el hospedero, que puede ser tanto el 
hombre como animales domésticos y silvestres [191]. 
Se considera que la Enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica de América, 
distribuyéndose desde el límite entre México con los Estados Unidos, alrededor del paralelo 40º de 
latitud Norte (estados de Arizona y Texas de los Estados Unidos), hasta el paralelo 45º de latitud Sur 
(pre- Patagonia Argentina-Chilena) (Figura 3) [188-189, 191, 196]. La Figura 3 ilustra la prevalencia 
por país estimada de la infección por T. cruzi en toda América [197-198]. Si bien originalmente la 
enfermedad se confinaba a las zonas rurales de América del Sur y América Central; diversos 
fenómenos socio-económicos condujeron a la despoblación de las zonas agrarias como consecuencia 
de la migración hacia los centros urbanos, y dando lugar a un fenómeno que se conoce como 
“urbanización” de la Enfermedad de Chagas [188, 191, 197].  
Asimismo, existen variaciones regionales entre los diversos países, e incluso dentro de los 
mismos, respecto a la prevalencia y morbilidad de la enfermedad [191, 199]. Se ha reportado una 
mayor prevalencia y severidad de la afección cardíaca y megavísceras en los países ubicados al sur del 
Ecuador respecto de aquellos situados más al norte[199]. Si bien no se conoce con exactitud la causa 
de estas variaciones geográficas, se considera que las mismas podrían estar influenciadas por la 
virulencia y patogenicidad de la cepa de T. cruzi, por el inóculo inicial, el número de re-infecciones, 
por características inherentes a los triatominios y por diferencias en el acervo genético de las distintas 
poblaciones afectadas, por nombrar algunas [199].  
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  En los últimos 20 años, la implementación de mejores programas de control vectorial y el 
“screening” obligatorio en los bancos de sangre han reducido sustancialmente los nuevos casos de 
infección y disminuido la carga de la Enfermedad de Chagas en Latinoamérica[200]. De acuerdo a 
estimaciones de la Organización Panamericana de Salud, existen cerca de 7.7 millones de individuos 
infectados y alrededor del 20% de la población latinoamericana se encuentra en riesgo de contraer la  
 
Prevalencia de la Enfermedad 









Figura 3. Prevalencia de la infección por T. cruzi estimada por país.  
 
Se muestran las prevalencias por país en base a datos publicados en 2015. Las regiones por encima del 
paralelo 40º de latitud norte y por debajo del paralelo 45º latitud sur, se consideran no endémicas 
debido a la ausencia del vector. Si bien es factible la transmisión vectorial en el sur de los Estados 
Unidos, gran parte de la población infectada residente en ese país corresponde a inmigrantes 
provenientes de zonas endémicas. Adaptado de Chagas’ Disease, N Engl J Med 2015;373:456-66. 
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enfermedad [188, 201-202]. Asimismo, la Organización Mundial de la Salud reconoce a la 
Enfermedad de Chagas como unas de las 13 enfermedades tropicales más descuidadas y sus 
estimaciones arrojaron un total de 8 millones de personas crónicamente infectadas con el 
parásito[203]. Por su parte, en nuestro país se estima en alrededor de 2 millones el número de personas 
infectadas [204]. 
Un fenómeno que ha surgido en los últimos años, es la aparición de casos en regiones no 
endémicas de la enfermedad, ya sea por detección de casos sintomáticos en adultos, por transmisión 
congénita o contaminación transfusional[189, 197]. El flujo de inmigrantes latinoamericanos ha 
convertido a la Enfermedad de Chagas en un asunto de importancia para la salud pública de países 
como Canadá, los Estados Unidos (donde se estima residen 300.000 inmigrantes infectados)[197], y 
varios países europeos, entre los que se destacan España e Italia por ser el principal destino de los 
mismos[188-189, 197, 205].  
 
1.2.3 Agente etiológico: Trypanosoma cruzi  
El T. cruzi es el protozoo causante de la Enfermedad de Chagas. Es un parásito unicelular e 
intracelular, caracterizado por la presencia de un solo flagelo y la mitocondria que recorre todo su 
cuerpo dentro de la cual se destaca el cinetoplasto. El cinetoplasto, consiste del ADN mitocondrial 
organizado en una estructura muy compacta, y es una característica de los parásitos del orden 
Kinetoplastida. 
El parásito posee un ciclo de vida complejo a lo largo del cual y según el hospedero en que se 
encuentre, adopta diferentes formas celulares, caracterizadas por las posiciones relativas del flagelo, el 
cinetoplasto y el núcleo [189, 206-207]. La forma epimastigote presenta un cinetoplasto alargado y 
localizado en forma anterior al núcleo. Es la forma replicativa localizada en el tracto digestivo del 
vector. Habitualmente esta es la forma cultivada in vitro[189, 197]. La forma tripomastigote presenta 
un cinetoplasto alargado localizado por detrás del núcleo. El flagelo nace en su proximidad y emerge 
por un costado del cuerpo del parásito. A su vez, este estadio se divide en las formas tripomastigote 
circulante, el cual está presente en la circulación de mamíferos e infecta al vector; y tripomastigote 
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metacíclico, el cual se encuentra  en la ampolla rectal del vector y representa la forma infectiva en 
mamíferos. Ambas carecen de capacidad replicativa[189, 197]. Por último, la forma amastigote, 
carece de flagelo libre y es de forma esférica u ovalada. Es el estadio de localización intracelular y 
replicativo por fisión binaria en mamíferos[189]. 
1.2.4 Ciclo de vida del parásito e infección vectorial 
El ciclo de vida de T. cruzi es muy complejo, e incluye etapas en donde alterna entre insectos 
vectores y hospederos mamíferos[189, 197, 207-208]. En la Figura 4 se esquematiza dicho ciclo de 
vida [188]. Brevemente, el ciclo se inicia cuando la vinchuca se alimenta de un animal infectado, 
ingiere tripomastigotes circulantes y se vuelve infectante luego de 10 a 30 días y permanece en este 
estado durante todo el resto de su vida (alrededor de 2 años) [204]. Los parásitos ingeridos se 
diferencian a epimastigotes, los cuales se replican por fisión binaria en el intestino medio del insecto. 
Los mismos avanzan por el tubo digestivo y una vez que alcanzan el intestino posterior, se diferencian 
en tripomastigotes metacíclicos. Estos se acumulan en la ampolla rectal del vector, para ser 
posteriormente liberados en las heces cuando este se alimenta de la sangre de un mamífero[188-189, 
197, 208]. De este modo, los parásitos pueden penetrar por erosiones presentes en la piel, incluso 
aprovechando la herida producida por la picadura [188-189, 197, 208], como también por la mucosa 
conjuntiva, oral o nasal. Los parásitos pueden incluso atravesar la piel sana en zonas con epidermis 
fina, tal como se encuentra en la piel de los niños o en los párpados de personas de  cualquier edad. 
Una vez que los parásitos han ingresado en el hospedero mamífero, se diseminan rápidamente 
alcanzando diversos órganos blancos e infectando distintos tipos de células nucleadas, (tejido 
muscular, nervioso, células del sistema inmune, adipocitos, etc), en donde se diferenciarán en 
amastigotes, los que se replicarán por fisión binaria durante 4-5 días [188-189]. Esta replicación da 
forma a lo que se conoce como “nidos de amastigotes” que se acumulan en la célula hospedero para 
luego diferenciarse a tripomastigotes circulantes y ser liberados al torrente sanguíneo y/o linfático, 
previa ruptura de la célula hospedadora[188-189, 197]. El parásito circulante invade entonces nuevas 
células y se vuelva a multiplicar, repitiéndose así el ciclo [188-189, 197, 207-208]. 
Muchas especies de mamíferos pueden ser infectados por T. cruzi y convertirse así en 
reservorios del mismo.  En líneas generales se constituyen en reservorios mamíferos de pequeño y 
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mediano tamaño, como las comadrejas, mapaches, cuices, armadillos, ratas y cobayos, entre 
otros[188-189, 191, 201, 204, 209]. Los mamíferos de mayor porte como bovinos y equinos no son 
considerados reservorios de T. cruzi, ya que al ser inoculados experimentalmente con cepas muy 
virulentas eliminan la infección de inmediato. Cerdos, ovinos y caprinos pueden presentar parasitemia 
transitoria luego de la  infección experimental. Sin embargo, su papel como reservorio no está bien  
  
 
Figura 4: Transmisión vectorial y ciclo de vida del T. cruzi.   
 
El ciclo se inicia cuando un insecto hematófago se alimenta de un mamífero infectado adquiriendo así 
la infección. Los tripomastigotes que ingresan al vector se convierten en epimastigotes y comienzan a 
replicarse por fisión binaria en el intestino medio. A medida que los epimastigotes migran al recto se 
transforman en la forma tripomastigote metacíclico, los cuales son liberados en las heces del vector 
cuando este se alimenta. A continuación, los mismos ingresan al hospedero a través de heridas de 
rascado o de las superficies conjuntivas para luego infectar distintos tipos de células nucleadas. En el 
sitio de infección se suele producir una reacción en el tejido subcutáneo caracterizado por edema, 
congestión vascular e infiltración celular, llamado chagoma de inoculación, que en el caso particular 
de producirse en la zona periorbital recibe el nombre de Signo de Romaña. En las células infectadas 
los tripomastigotes se transforman en amastigotes, que se replican por fisión binaria. Tras lisar la 
célula, los mismos son liberados como tripomastigotes. Los mismos invaden el tejido adyacente y se 
diseminan a través de la sangre y la linfa hacia otros tejidos donde realizan nuevos ciclos de 
multiplicación celular. El ciclo se reinicia cuando un triatomino se alimenta del mamífero infectado. 
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establecido. Por otra parte los animales domésticos, como perros y gatos, pueden invadir los entornos 
salvajes para cazar e infectarse oralmente de modo que trasladan la infección al ambiente doméstico y 
peridoméstico[188-189, 191, 201, 209-210]. 
 
1.2.5 Diversidad genética del parásito 
En la actualidad y como consecuencia de los avances en los métodos de genotipificación por 
MLEE y RAPD (del inglés Multi Locus Enzyme Electrophoresis y Random Amplification of Polymorphic 
DNA, respectivamente), se ha determinado la existencia de 6 unidades genotípicas diferentes para T. 
cruzi o “DTUs” (por su nombre en inglés Discrete Typing Units) [211]. De modo que de acuerdo a la 
nueva nomenclatura, las diferentes cepas de T. cruzi debe ser clasificada en 6 “DTUs” [190, 211-
212]..  El TcI,  es el DTU de T. cruzi más abundante y ampliamente distribuido en América (tanto en el 
ciclo doméstico como en el selvático) e incluso se lo relaciona con el desarrollo de cardiomiopatía  
chagásica. La cepa Tul0 pertenece a este DTU[213]. El TcII se encuentra principalmente en 
Sudamérica (ciclo doméstico) y se lo asocia con la presencia de manifestaciones cardíacas, si bien 
megaesófago y megacolon también pueden estar presentes. El TcIII se asocia principalmente al ciclo 
selvático en Brasil y países adyacentes, desde Venezuela occidental al Chaco argentino. Las 
infecciones en seres humanos son poco frecuentes y ocasionalmente puede ser aislada de perros. El 
TcIV presenta un patrón de distribución similar al de TcIII (con la excepción de Chaco, en donde 
parece estar ausente); y si bien la infección en seres humanos con este DTU es poco habitual, 
presenta una frecuencia mayor en comparación con el TcIII.  Cabe destacar que el DTU TcIV ha sido 
identificado en brotes de transmisión oral [212]. Los DTU TcV y TcVI son híbridos de los DTUs TcII y 
TcIII y están asociados con la Enfermedad de Chagas en el sur y centro de Sudamérica.  Las cepas 
Tulhauén cl2 y Tul2 son ejemplos del DTU TcVI. Si bien no se conoce con exactitud la causa de esta 
variabilidad génica, existe evidencia creciente que respalda la posibilidad de intercambio genético 
entre parásitos [211, 214] 




1.2.6 Vías de transmisión 
 El T. cruzi puede infectar al ser humano a través de diferentes maneras: por transmisión 
vectorial, por hemotransfusión, por transmisión vertical, por vía oral, por trasplante de órganos 
provenientes de dadores chagásicos o por accidentes de laboratorio  [189-190, 201, 204, 215]. De las 
diferentes vías antes descriptas, las dos primeras son las de mayor importancia epidemiológica [191]. 
Asimismo, desde el punto de vista sanitario, la transmisión vectorial es la más importante ya que de 
ella depende el riesgo de las demás vías de transmisión[189, 196, 204]. La infección oral, si bien se la 
había descrito previamente, está siendo muy estudiada actualmente debido a los recurrentes brotes de 
Chagas oral  que ocurren principalmente en el norte de Brasil tras el consumo de alimentos 
contaminados con las heces del vector[197, 216].  
La transmisión vectorial es considerada la principal vía de transmisión. Se estima que en el 
80-90% de los casos, la enfermedad se transmite a través de las heces del vector. Este tipo de 
transmisión puede llevarse a cabo a través del ciclo selvático, peri-doméstico o doméstico [189-191, 
201]. El ciclo selvático (o zoonótico primitivo) se desarrolla lejos de asentamientos humanos y con 
participación exclusiva de reservorios mamíferos silvestres y el vector. La invasión del entorno 
selvático por parte del ser humano para expandir la agricultura y la ganadería provocó el paso del T. 
cruzi hacia las personas, estableciendo así los ciclos domésticos y peri-domésticos. El ciclo peri-
doméstico se desarrolla en las cercanías de núcleos de población humana. En este ciclo, animales 
domésticos como perros y gatos, son quienes mantienen el ciclo al estar expuestos a triatominos peri-
domiciliarios, o bien adquirir la infección al cazar animales infectados. En el ciclo doméstico, los 
triatominos han adquirido el hábito domiciliario y conviven con el hombre bajo su mismo techo, 
habitando grietas en las paredes y techos y favoreciendo  la re-infección. Con respecto a los perros, se 
ha observado en la Argentina que los mismos tienen una prevalencia de infección similar a la humana 
y desempeñan un rol muy importante en los ciclos de transmisión domésticos de T. cruzi en zonas 
rurales [210]. Algunas especies de triatominos pueden infectar tanto el entorno doméstico como 
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selvático y actuar como puente entre estos dos nichos. Nuestro país se caracteriza por la prevalencia de 
los ciclos doméstico y peri-doméstico[201].  
  La hemotransfusión durante mucho tiempo fue una de las principales formas de transmisión 
en zonas urbanas, ya que hoy en día, los bancos de sangre de países latinoamericanos realizan los 
estudios específicos para descartar la contaminación con T. cruzi [190, 217]. Actualmente, el control 
serológico para Chagas también se realiza en países no endémicos que reciben corrientes migratorias 
de América, como por ejemplo España y los Estados Unidos [188, 190, 218]. La hemotransfusión de 
sangre proveniente de dadores infectados puede generar cuadros clínicos agudos de infección luego de 
1-3 meses post-transfusión [190, 196, 204, 217], caracterizados por hepato-esplenomegalia y 
poliadenopatías en el 80% de los pacientes [196, 217, 219-220].  
La vía vertical es la infección adquirida durante la gestación por vía transplacentaria o 
durante el trabajo de parto a partir de una madre infectada crónica. Se ha reportado que la carga 
parasitaria de la madre no tendría influencia directa sobre la trasmisión de la infección al feto [221]. 
No obstante, a la fecha aún no está claro que mecanismo/s intervienen para que tenga lugar el 
pasaje transplacentario. La transmisión congénita ocurre en un 0.5-3.5 % de los embarazos de 
madres infectadas. La transmisión congénita ocurre en un 0.5-3.5 % de los embarazos de madres 
infectadas; por lo que la enfermedad de Chagas es considerada de bajo riesgo perinatal[191, 222-223] 
[224]. Sin embargo, esta vía de infección puede ser responsable de mantener el ciclo de transmisión 
entre individuos jóvenes, particularmente entre mujeres en edad reproductiva [190, 221]. Si bien la 
mayoría de los niños con infección congénita son asintomáticos, los mismos pueden presentar alguna 
de las siguientes manifestaciones clínicas: hepato y esplenomegalia, ictericia, bajo peso y anemia 
[196]. En las últimas décadas, la transmisión vectorial ha recibido especial atención en países no 
endémicos de la enfermedad de Chagas debido a las grandes corrientes migratorias y a la detección de 
casos de infección crónica en mujeres embarazadas resultando en infección congénita 
 [190].  
La infección del ser humano con el T. cruzi por vía oral  fue propuesta por Mazza en 
1936[225], frente a casos en los que era posible descartar la infección por vía vectoral o 
hemotransfusión, y que presentaban cuadros clínicos atípicos. Asimismo, Mazza y col. mostraron que 
CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN   
28 
 
animales domésticos podían adquirir la infección tras la ingesta de animales salvajes infectados [191]. 
En Brasil, actualmente se reportan varios brotes anuales de infección aguda atribuidos a la ingesta de 
bebidas o alimentos contaminados con heces del vector [197, 216]. Estudios in vitro han demostrado 
que el parásito puede sobrevivir en bebidas como jugo de caña de azúcar por más de 12 horas, e 
incluso puede persistir en frutos como el açai, tolerando pH y temperaturas extremas[216]. Los signos 
clínicos y síntomas de la infección oral, si bien similares a la infección vectorial aguda, presenta 
ciertas características como ser síndrome febril indiferenciado y la ausencia de signos de entrada del 
parásito, entre otros [216]. La infección con T. cruzi por vía oral está asociada con una incidencia 
marcada de miocarditis aguda y caso fatales [197, 216].  
 
1.2.7 Fases y manifestaciones clínicas de la Enfermedad de Chagas 
La fase inicial de la infección con T. cruzi o fase aguda comienza poco después de la 
primoinfección, perdura entre 4-8 semanas y se caracteriza por la presencia de parásitos en sangre en 
concentración elevada, los cuales pueden ser detectados de manera directa por métodos 
parasitológicos de concentración[197, 226-227]. En la mayoría de los individuos, independientemente 
del mecanismo de transmisión, la infección chagásica aguda suele ser asintomática. Sin embargo, en 
las infecciones agudas sintomáticas, la aparición de los mismos varía según el modo de infección 
presentándose a partir de 1 a 3 semanas para la infección vectorial, 1-3 meses luego de la transfusión 
de sangre infectada,  en el período neonatal inmediato o luego de 30 días desde el nacimiento y entre 
3-22 días para la infección oral [197, 227]. Los síntomas que suelen manifestarse incluyen: fiebre 
prolongada, diarrea, hepato y esplenomegalia junto con linfoadenopatías[197, 227-228]. En algunos 
casos suele incluso observarse signos de  entrada del parásito a través de la piel (chagoma de 
inoculación), que de presentarse en la zona periorbital se lo conoce como  signo de Romaña[191, 197, 
227-228]. También pueden presentarse manifestaciones neurológicas como meningoencefalitis, 
cefalea, insomnio y astenia, por nombrar algunos. La edad es inversamente proporcional a la 
afectación que puede causar la enfermedad aguda, dado que son los niños menores de 10 años (y 
especialmente menores de 2 años) quienes más sufren y mueren en esta fase [191, 227]. Dentro de este 
grupo etario, la mortalidad suele ser menor al 5-10% y suele ser consecuencia de miocarditis severa, 
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meningioencefalitis o ambas[228-229]. Por otra parte, la mortalidad referida a la infección congénita 
no supera el 2%[224]. Cabe mencionar que la infección con T. cruzi por vía oral parece estar asociada 
a una alta tasa de mortalidad [197, 216].  
Las manifestaciones de la enfermedad aguda son generalmente resueltas espontáneamente, tras 
lo cual los individuos infectados ingresan en una fase crónica asintomática o sin manifestaciones 
clínicas aparentes, en la cual la parasitemia es prácticamente indetectable por métodos directos[189, 
197, 227]. Esta fase puede durar varios años e incluso décadas sin nunca presentar ninguna 
manifestación clínica. En este período, la infección se determina principalmente por métodos 
serológicos (que demuestran la respuesta inmunológica del hospedero frente al parásito) o  
moleculares[191, 197, 227]. Durante el curso de esta etapa, los individuos asintomáticos presentan un 
electrocardiograma normal (ECG) y examen radiológico normal de tórax, esófago y colón [230-231]. 
Alrededor del 60-70% de estos pacientes jamás desarrollará manifestaciones clínicas de la 
enfermedad, mientras que el 40-30% restante  desarrollará en un plazo de 10 a 20 años la fase crónica 
sintomática [189, 191, 197, 227]. Durante esta fase, las principales manifestaciones clínicas son 
cardíacas (miocardiopatía chagásica crónica -MCC-), digestivas (megaesófago o megacolon) o una 
combinación de ambas [188-189, 197, 232]. La MCC es la manifestación más seria y frecuente de la 
enfermedad a nivel mundial y en nuestro país[189, 191, 201]. Los individuos con MCC presentan 
anormalidades en el sistema de conducción, bradiarritmias, falla cardíaca y muerte súbita, entre 
otras[197, 233-237]. La falla cardíaca suele ser una manifestación tardía de la cardiopatía chagásica e 
inclusive, se encuentra asociada con una mayor mortalidad que la falla cardíaca debida a otras causas 
[238]. Por lo tanto, no resulta sorpresivo que la principal causa de muerte en pacientes con cardiopatía 
chagásica sea por muerte súbita, la cual representa las 2/3 partes del total de muertes [188, 239]. La 
muerte se debe en general al deterioro cardíaco y puede producirse por insuficiencia cardíaca, 
arritmias ventriculares, trastornos de conducción o tromboembolismo [189, 191, 197].  
Las manifestaciones digestivas son menos frecuentes que la MCC [197, 240] [190, 237]. El 
megaesófago causa dolor epigástrico, regurgitación, disfagia y malnutrición en casos severos, por 
nombrar algunas manifestaciones[189-190, 197]. Por su parte, el megacolon generalmente afecta el 
segmento sigmoideo, el recto, el colon descendente o una combinación; y está caracterizado por dolor 
CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN   
30 
 
abdominal y constipación prologada que puede dar lugar a fecaloma e isquemia intestinal, entre otras 
manifestaciones[189-190, 197]. 
Se sabe que el parásito persiste durante la fase crónica. Debido a esto, la reactivación de la 
Enfermedad de Chagas también puede ocurrir en pacientes crónicos inmunosuprimidos, como por 
ejemplo los pacientes co-infectados con HIV y aquellos que reciben drogas inmunosupresoras luego 
de un transplante [227, 241-242]. Estos pacientes pueden experimentar una reagudización de la 
infección, con parasitemias detectables, síndrome febril prolongado y/o manifestaciones 
neurológicas[227]. Si no se realiza un diagnóstico precoz para dar inicio lo antes posible al tratamiento 
etiológico, la mortalidad suele ser elevada en estos pacientes [227, 242].  
 
1.2.8 Patogénesis  
El daño de órganos y tejidos durante la infección aguda por T. cruzi es causada tanto por la 
acción directa del parásito como por la respuesta inflamatoria aguda del hospedero generada por la 
presencia del parásito[243]. Varios estudios en modelos experimentales de infección por T. cruzi 
muestran claramente que una respuesta inmune Th1 mediada tanto por linfocitos T CD4+ como CD8+ 
y caracterizada por la producción de ciertas citocinas específicas (IFN-γ, TNF-α e IL-12) es importante 
para el control del parásito[244-246]. En comparación, la producción de TGF-β e IL-10 está 
relacionada con la replicación del parásito consecuencia de la inhibición de la actividad tripanocida de 
los macrófagos [247-248].  
Durante la fase crónica asintomática prácticamente no hay traducción anatomo-patológica, 
excepto por focos inflamatorios ocasionales y aislados en el corazón, los cuales son insuficientes para 
producir manifestaciones clínicas[249]. Durante la infección crónica el balance entre la contención del 
parásito mediada por el sistema inmune y el daño tisular debido a la respuesta inflamatoria 
determinaría el curso de la enfermedad.  
A pesar de que aún no se comprende por completo la patogénesis de la enfermedad crónica de 
Chagas, se cree que la persistencia del parásito está relacionada con el desarrollo de la misma [197, 
199, 250-252]. No obstante, aún se desconoce si el daño tisular es causado principalmente por factores 
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directos del parásito, como consecuencia de la inflamación o por mecanismos autoinmunes [197, 199, 
253-254]. De todos modos, la evidencia experimental sugiere que la respuesta inflamatoria es el factor 
determinante para la progresión de la enfermedad[197]. Los fenómenos autoinmunes observado en 
algunos pacientes y modelos animales sugieren la existencia de mimetismo molecular causado por 
antígenos parasitarios[255] o la existencia de epítopes crípticos compartidos por el hospedero y el 
parásito[256].  
 
1.2.9 Tratamiento de la Enfermedad de Chagas 
En la actualidad, los dos únicos medicamentos disponibles para el tratamiento etiológico de la 
enfermedad de Chagas son el Nifurtimox, desarrollado en 1960 por Bayer; y el Benznidazol, 
desarrollado en 1974 por Roche[189, 197, 199, 228]. Ambas drogas actúan sobre las formas 
tripomastigote del parásito y son más efectivas en la etapa aguda de la enfermedad [191, 236]. Las 
mismas son recomendadas para todos los casos de infección aguda, congénita, reactivada y crónica 
que se manifieste en niños menores de 12-15 años; como así también en infecciones agudas en 
adultos[189, 197, 199, 227, 236]. El tratamiento en niños y adolescentes presenta un éxito de curación 
entre el 70-95%; el cual es inversamente proporcional a la edad del paciente que recibe el tratamiento 
[197, 227-228]. Por otra parte, la tasa de curación en adultos es del 70-80% para infecciones agudas y 
del 20% para infecciones crónicas [199, 257]. El criterio actual de curación es la negativización de la 
serología convencional [197-198, 23]. 
 
 1.2.10 Papel de las células Tregs en la Enfermedad de Chagas 
Como se mencionó anteriormente, alrededor de un 30 % de los enfermos crónicos presentarán 
alguna manifestación clínica de la enfermedad, mientras que el porcentaje restante permanecerá 
asintomático o sin patología demostrable. La pregunta reside entonces en cuál es el/los factor/es o 
variable/s que distinguen a esta población y evitan que la misma presente las manifestaciones más 
severas de la enfermedad. Varios estudios han demostrado que las diferentes manifestaciones clínicas 
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están asociadas con diferentes relaciones parásito/hospedero e involucran directamente al sistema 
inmune [258].  
Se ha observado que los individuos infectados con T. cruzi pero asintomáticos, exhiben una 
mayor frecuencia de Tregs CD4+CD25high y mayores niveles de IL-10 [22, 208, 259] que aquellos con 
cardiopatía. Estos resultados sugieren que las Tregs podrían intervenir en la supresión de la activación 
de los linfocitos T CD8+ y, por ende, en controlar la morbilidad de la enfermedad de Chagas [22]. Es 
posible que la producción de IFN-γ y perforina, como así también la citotoxicidad de las células NK y 
CD8+ se encontraría disminuida por acción de las Tregs en individuos chagásicos [259]. Asimismo, las 
Tregs CD4+CD25high inhibirían la síntesis de IFN-γ mediada por células mononucleares de pacientes 
chagásicos asintomáticos [260]. Por el contrario, se observó una disminución en el porcentaje de  las 
Tregs CD4+CD25high en niños que cursan la fase aguda o bien la primeras etapas de la fase crónica de 
la infección, como también en pacientes adultos crónicos con sintomatología cardíaca[259]. En 
relación a lo anterior, varios estudios han revelado que la producción de IFN-γ junto con otras 
citocinas pro-inflamatorias es mayor en pacientes sintomáticos que en los asintomáticos[208]. Por lo 
tanto, es válido suponer que  en los pacientes sintomáticos, tanto cardíacos como digestivos, se 
producirían fallas en la contra-regulación que podrían estar implicadas en la promoción de una fuerte 
actividad citotóxica, causando daño tisular [259].  
A nivel experimental, también se ha evaluado el papel de las Tregs CD4+CD25+ durante la 
infección, con resultados contradictorios. Algunos resultados muestran que el debilitamiento de la 
actividad supresora de las Tregs durante la infección actúa en detrimento del hospedero, ya que el 
tratamiento in vivo con anticuerpos anti-GITR y anti-CD25 provoca un aumento de la mortalidad y un 
incremento del infiltrado inflamatorio a nivel cardíaco[21]. Otro estudio mostró que la eliminación de 
la población CD4+CD25+, antes y a diferentes intervalos de la infección,  no optimizó el control de la 
replicación parasitaria ni la supervivencia de los ratones infectados, como tampoco modificó el 
balance de citocinas pro- y anti-inflamatorias [261]. Es posible que estas diferencias se deban a las 
diferentes cepas de parásitos empleadas y/o a las diferentes estrategias para inhibir el accionar de las 
Tregs. 
 





Desde el descubrimiento de los  glucocorticoides (GCs) alrededor de 1940 y el reconocimiento 
de sus propiedades anti-inflamatorias, la administración de los mismos representa una de las terapias 
más efectivas y ampliamente usadas para controlar la inflamación y las enfermedades autoinmunes. 
Los GCs son hormonas esteroideas de la familia de los corticosteroides cuya acción principal es la 
regulación del metabolismo de carbohidratos y mantener la homeostasis energética a fin de proveer 
suficiente glucosa en la circulación para cubrir los requerimientos del cerebro y asegurar la 
supervivencia en condiciones de estrés y hambruna [262-264]. De hecho, el nombre glucocorticoide 
(glucosa + corteza + esteroides) deriva de su rol en la regulación de la glucosa, de su síntesis en la 
corteza suprarrenal y de su estructura esteroidea[265]. Asimismo, los GC participan en la regulación 
del sistema inmune a través de la regulación transcripcional de genes o induciendo apoptosis de 
células de linfocitos T y eosinófilos [264-266]. Además, regulan el metabolismo intermedio de 
proteínas y grasas, y participan en la adaptación al estrés [262-263, 265]. Los principales GCs 
producidos en la corteza suprarrenal son el cortisol, la cortisona y la corticosterona (CT). Mientras que 
el cortisol es el GC más importante en el hombre[265], su análogo murino es la CT[263]. 
 
1.3.1 Liberación de Glucocorticoides 
En términos generales, se consideran a los GCs como esenciales para que el organismo supere 
situaciones de estrés[265, 267]. Procesos tales como ayuno prolongado, dolor intenso, ejercicio 
prolongado, traumatismos, cirugías, ansiedad, depresión o bien procesos inflamatorios, infecciones o 
fiebre; son todos ejemplos de estímulos estresantes que causan, en última instancia, la liberación y el 
aumento en sangre de cortisol a través de la activación del eje Hipotálamo-Pituitario-Adrenal 
(HPA)[262-263, 265, 268]. Por lo tanto, el eje HPA juega un papel fundamental en la respuesta a 
estímulos externos e internos, incluidos estímulos psicológicos, físicos o infecciosos[268]. En general, 
se podría considerar que el término “estrés” hace referencia a cualquier situación que culmine con la 
secreción de cortisol por encima de los niveles fisiológicos. 
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La liberación de GCs se inicia a partir de un estímulo estresante que desencadena señales 
neuronales, endócrinas y liberación de citocinas; lo que provoca la liberación por parte del hipotálamo 
de la Hormona liberadora de corticotropina (CRH o “Corticotropin-Releasing Hormone”, por sus 
siglas en inglés) [263-265, 268-270] (Figura 5). La CRH es un polipéptido de 41 aminoácidos 
sintetizado en las células pequeñas del núcleo paraventricular del hipotálamo. El efecto que la CRH 
tiene a nivel de la hipófisis conduce a la secreción por parte de la misma de la Hormona 
adrenocorticotropina (ACTH o “Adrenocorticotropic Hormone”, por sus siglas en inglés)[263-265, 
268-270] (Figura 5). La ACTH, un polipéptido de 39 aminoácidos, es quien controla directamente la 
secreción de cortisol al estimular su liberación por parte de la corteza suprarrenal (Figura 5). El 
principal efecto de la ACTH es la activación de la adenilciclasa de la membrana de las células de la 
corteza suprarrenal; lo que lleva a la formación de AMPc, el que actuará como segundo mensajero 
iniciando  una cascada de señalización que culmina con la liberación principalmente de cortisol en 
humanos y CT en ratones[262-265, 268-270]. Las citocinas pro-inflamatorias liberadas durante un 
proceso infeccioso o inflamatorio, tales como IL-1β, TNF-α e IL-6, pueden ser detectadas por 
receptores en la periferia y enviar señales al hipotálamo vía aferentes sensoriales vagales que causan la 
activación del eje HPA [267, 269, 271].  
Las citocinas pueden también actuar directamente a nivel del hipotálamo y de la hipófisis 
activando el eje HPA. Asimismo, se ha demostrado la presencia de receptores para IL-1α y β, IL-6 en 
la hipófisis e hipotálamo de ratas y ratones[269, 272]. La producción in situ también es posible:  la IL-
6 se secreta en la hipófisis y estimula la secreción de ACTH [265]. Cabe destacar que la IL-1β, ya sea 
administrada de manera sistémica o en forma intra-cerebrovascular, estimula la secreción de CRH en 
el hipotálamo[272-273].  
La secreción de GCs se regula por un mecanismo de retroalimentación negativa sobre el 
hipotálamo y la hipófisis anterior. Por lo tanto, cuando los niveles de GCs se encuentran por encima de 
valores fisiológicos, se inhibe la liberación de ACTH hasta que los GCs retornen a sus valores 
basales[262-263, 265, 269-270]. 
 




Figura 5. Activación del eje Hipotálamo-Pituitario-Adrenal (HPA). 
 
Distintas señales son capaces de activar el eje HPA, entre ellas, algunas derivadas del sistema inmune 
tales como citocinas pro-inflamatorias. La activación del eje HPA culmina con la producción de 
glucocorticoides (GCs), cortisol en seres humanos y corticosterona en roedores, los cuales además de 
regular la homeostasis energética son capaces de inhibir a las células del sistema inmune. Las líneas 
rojas muestran los “loops” inhibitorios generados por los GCs. Adaptado de: Antiinflammatory Action 
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La secreción de GCs presenta un ritmo circadiano [265, 274-275] donde el pico de secreción 
se corresponde con el inicio de la fase de actividad del mamífero. Este pico tiene lugar  a la mañana en 
animales diurnos (seres humanos) y durante el crepúsculo/noche en animales nocturnos (ratas y 
ratones) [275-276]. Por lo tanto, en los seres humanos se observa un pico de cortisol en las primeras 
horas de la mañana, para posteriormente alcanzar un cuarto de los valores matutinos a última hora de 
la tarde [265, 267]. Contrariamente, debido a los hábitos nocturnos de los ratones, la sensibilidad de la 
corteza adrenal a la ACTH es mayor al inicio de la noche, momento en el cual se observa en estos 
animales la liberación máxima de CT, mientras que el nadir se presenta a primeras horas de la mañana 
[274-275]. Gong y col. confirmaron la presencia de cortisol en el suero de ratones y que la dinámica 
del cortisol y la CT sérica murina se encuentran íntimamente relacionadas,  lo cual sugiere que ambos 
podrían usarse de manera indistinta como indicadores de la activación por estrés en ratones[275].  
 
1.3.2 Mecanismos de acción a nivel molecular 
La mayor parte del cortisol circula unido a una globulina específica transportadora de 
corticoides denominada transcortina; en donde el complejo cortisol-transcortina no es biológicamente 
activo[265, 269]. Los GCs producen sus efectos al entrar a la célula blanco por difusión y una vez en 
el citoplasma, se unen al receptor de glucocorticoides (GR, por sus siglas en inglés “Glucocorticoid 
Receptor”), que se halla presente en la mayoría de las células de los animales vertebrados acomplejado 
con un complejo multimérico de proteínas chaperonas que incluyen varias proteínas de shock térmico 
como la Hsp90 y Hsp70 [263-264, 267-269, 277-278] (Figura 6). Las acciones genómicas de los GCs 
se inician con la formación del complejo GC-GR, el cual induce un cambio conformacional en el  GR 
que  conduce a la disociación  de las proteínas chaperonas (Figura 6). El complejo GC/GR luego 
forma dímeros que son translocados al interior del núcleo celular (Figura 6)[262-264, 268, 277-278]. 
Una vez en el interior del núcleo, estos dímeros interaccionan de manera directa o indirecta con 
secuencias de ADN llamadas “elementos de respuesta a glucocorticoides” (GRE, por sus siglas en 
inglés “Glucocorticoid Response Elements”) para regular entonces la expresión de numerosos genes; 
incluidos aquellos que codifican ciertas citocinas y otros genes implicados en la regulación de la 
inflamación e inmunidad[262, 264, 267-269, 278] (Figura 6). El  efecto final es una estimulación o 
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una supresión de la expresión génica de ARN mensajeros (ARNm) específicos [262-263, 265, 268, 
278]. Por otra parte, el cortisol se encuentra en equilibrio químico con la cortisona, biológicamente 
inactiva [265, 269]. Por lo tanto, la actividad del cortisol puede regularse también mediante la 
modulación de las enzimas que catalizan a nivel tisular la conversión cortisol-cortisona [265, 271] 
(Figura 6).  
El GR humano posee diferentes isoformas, generadas por “splicing” alternativo del ARNm, 
donde las más conocidas son las isoformas α y β[264, 269]. La isoforma GRα es la isoforma 
predominante, se une al cortisol, al ADN y otros factores de transcripción modificando entonces la 
transcripción de otros genes[264, 269]. Por el contrario, la isoforma GRβ es transcripcionalmente 
inactiva, no se une a GCs y su unión con GRα interfiere con la funcionalidad de esta última[264, 269].  
Una vez que han ingresado al núcleo, los GCs ejercen su acción a través de mecanismos 
conocidos como transactivación y transrepresión.  En la transactivación, el complejo GC-GR  
interacciona y se une directamente a sitios GRE clásicos ubicados en la región promotora del gen 
diana induciendo la activación y expresión del mismo[262, 266-267, 269] (Figura 6). La mayor parte 
de los efectos metabólicos de los glucocorticoides son mediados mediante transactivación[264]. En 
algunos tipos celulares los GCs inhiben la expresión de genes pro-inflamatorios dependientes del 
factor de transcripción NF-κB al estimular la síntesis del inhibidor IκB, el cual previene la 
translocación de NF-κB al núcleo [264, 269, 271]. Asimismo, el complejo GC-GR puede unirse de 
manera directa a sitios GRE, e inducir la represión de la expresión génica[264, 266, 279]. 
La transrepresión constituye la contraparte de la transactivación. Los  complejos GC/GR no 
interaccionan en forma directa con el ADN, sino que interaccionan con factores de transcripción 
específicos, tales como NF-κB o AP-1, para modificar su función y así reprimir la transcripción de 
ciertos genes en la célula diana en un proceso conocido como “tethering”[262, 264, 266, 269, 278-
281]. Durante un proceso infeccioso/inflamatorio, NF-κB se dirige al núcleo para unirse a secuencia 
específicas de ADN y estimular la transcripción de varios genes que codifican para  





Figura 6-Efectos de los glucocorticoides (GCs) sobre el sistema inmune.  
 
Los GCs se unen a sus receptores (GR) en el citoplasma celular formando un complejo dimérico. Las 
acciones genómicas de los GCs comienzan cuando dicho complejos son translocados al interior del 
núcleo celular. Una vez en el interior del núcleo, estos dímeros interaccionan de manera directa o 
indirecta con secuencias de ADN llamadas “elementos de respuesta a glucocorticoides” (sitios GRE) 
para regular entonces la expresión de numerosos genes que codifican para  mediadores pro y anti-
inflamatorios. El  efecto final es una estimulación o una supresión de la expresión génica de ARNm 
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citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesión celular[269, 278]. La represión de la expresión de 
genes dependientes de NF-κB es un componente significativo de la inmunosupresión mediada por 
GCs[266-267, 279-281] (Figura 6). Por ejemplo, la expresión de citocinas pro-inflamatorias como  IL-
1β, IL-4, IL-5 y IL-8 es inhibida mediante este mecanismo de transrepresión[269]. 
Además de los mecanismos genómicos de acción de los GCs, también se han reportado 
mecanismos no genómicos para la traducción de señales mediante interacciones que involucran GR 
citosólicos o receptores unidos a membrana específicos[263] (Figura 6). Estas interacciones no 
genómicas producen una respuesta celular  rápida [263]. 
 
1.3.3 Efectos de los Glucocorticoides sobre el sistema inmune  
Prácticamente todas las células de vertebrados poseen receptores para GCs y como 
consecuencia[265], esta hormona esteroidea tiene un gran efecto en la fisiología de varios sistemas. En 
líneas generales, los efectos de los GCs pueden clasificarse en dos categorías: metabólicos e 
inmunológicos. En esta tesis sólo nos centraremos en los efectos inmunológicos de los GCs.  
En líneas generales, se puede afirmar que los GCs tienen potentes propiedades anti-
inflamatorias e inmunosupresoras[262, 265, 271, 282]. Este efecto es particularmente evidente cuando 
los GCs se encuentran en valores suprafisiológicos o bien son administrados en dosis farmacológicas. 
Sin embargo, se ha sugerido que durante las primeras señales de estrés, niveles relativamente bajos de 
GCs incrementarían la respuesta inmune temprana; y solo al alcanzar mayores concentraciones, 
tendrían efectos supresores[283]. Es decir que durante las fases tempranas de un estrés agudo, los GCs 
tendrían un efecto estimulador y no supresor sobre la respuesta inmune [283-284].  
El aumento en los niveles de GCs tiene un claro efecto anti-inflamatorio, al dirigir la respuesta 
inmune hacia un perfil de tipo Th2[282-283, 285-287], y contrariamente, disminuir la respuesta de 
tipo Th1[282-283, 288]. Los GCs bloquean la secreción de IL-12 por parte de los monocitos y células 
dendríticas (CD), el cual es crítico para una respuesta del tipo Th1, y también inhiben la transcripción 
de IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, varias quimiocinas, moléculas de adhesión celular y otras enzimas claves 
implicadas en la iniciación y mantenimiento de la respuesta inflamatoria del hospedero[271, 282-283]. 
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[282]. Al mismo tiempo, promueven el desarrollo de una respuesta de tipo Th2 al estimular la síntesis 
de IL-10[282].  Otros efectos anti-inflamatorios de los GCs consisten en estabilizar las membranas de 
los lisosomas a fin de evitar la liberación de su contenido altamente pro-inflamatorio[265] y en la 
inhibición de la producción de prostaglandinas.  
Los GCs pueden inhibir tanto la respuesta inmune innata como adaptativa[282-283]. En líneas 
generales, los GCs afectan la proliferación, el número, la distribución y la actividad de gran parte de 
los  leucocitos [265-266, 283]. La neutrofilia inducida por GCs es causada tanto por la liberación de 
células polimorfonucleares desde la médula ósea como por la inhibición de la transmigración de los 
neutrófilos a los sitios de inflamación por la inhibición de la expresión de L-selectina (CD62L) y de la 
liberación de IL-8 [282]. Además de incrementar la proliferación y supervivencia de los neutrófilos 
[282-283], los GCs inducen la apoptosis de basófilos, eosinófilos y linfocitos T [266, 282-283].  La 
apoptosis es más prominente en los linfocitos T inmaduros, si bien los linfocitos T periféricos también 
pueden verse afectados [2, 266, 271, 282, 289]. La quimiotaxis de los monocitos parece estar 
fuertemente regulado por los GCs a través de la represión de moléculas de adhesión y la regulación de 
quimiocinas y sus receptores[282]. Por otra parte, los GCs evitan la maduración de las CDs y 
suprimen su función, limitando su capacidad de activar a los linfocitos T al inhibir la expresión del 
MHC II y moléculas co-estimuladores como CD86[271, 282-283]. Los GCs pueden además generar 
CDs tolerogénicas que favorecen la inducción de células pTregs mediante la secreción de IL-10 [271, 
282]. Los macrófagos expuestos a GCs pueden experimentar una diferenciación hacia un fenotipo 
anti-inflamatorio llamado M2 [271]. Los GCs suprimen la inmunidad celular al inhibir la expresión de 
las citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IFN-γ y TNF-α [265, 271, 282-283]. La inhibición de la producción de 
IL-2 reduce la proliferación de los linfocitos T, como así también su activación. Adicionalmente, los 
GCs favorecen la respuesta humoral y la producción de anticuerpos [282]. 
 
1.3.4 Glucocorticoides y Tregs 
Estudios in vitro e in vivo han demostrados que la administración de GCs a pacientes con 
patologías autoinmunes, alergias y/o inflamaciones crónicas tiene un efecto directo sobre la población 
de Tregs; pudiendo aumentar tanto su proporción como su actividad supresora [290] [291]. Por 
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ejemplo, la administración de GCs a individuos con lupus eritematoso sistémico aumentó 
significativamente los niveles de Tregs, como también la expresión de CD25 en esta población celular 
[290]. Asimismo, existiría una correlación entre la dosis de GCs administrada y la proporción de Tregs 
observada en estos individuos [290]. También se ha informado que pacientes asmáticos que recibieron 
GCs de manera sistémica no sólo incrementaron la proporción de linfocitos Tregs, sino también la 
actividad supresora de estas células; probablemente como consecuencia del aumento en los niveles de 
IL-10, íntimamente correlacionados con la expresión de FoxP3 [291].  
A nivel celular, se ha observado que linfocitos T CD4+ “naïve” tratados in vitro con GCs 
inducen la expresión de FoxP3, promoviendo su diferenciación de los linfocitos T “naïve” hacia un 
perfil Treg[291]. Además, como se comentó anteriormente, CDs expuestas a GCs, adquieren un perfil 
tolerogénico y favorecen la diferenciación de las células T CD4+ a linfocitos Tregs [271, 282]. 
A través de estudios moleculares realizados en la región promotora del gen murino de FoxP3, han 
identificado la presencia de múltiples y repetitivos sitios GRE [292].  Análisis funcionales donde se 
utilizaron genes reporteros clonados “corriente abajo” del gen de FoxP3, mostraron que los sitios 
GREs eran funcionales tras la administración un GC sintético [292]. Estos estudios indican que los 
GCs podrían controlar en forma directa la expresión génica de FoxP3 en ratones y, en consecuencia, 
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1.4 INFECCION EXPERIMENTAL CON  Trypanosoma cruzi  EN  DISTINTAS CEPAS 
MURINAS: ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO 
  A comienzos de 1980 se emprendió en el Instituto de Inmunología de la Facultad de Ciencias 
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario (actualmente Instituto de Inmunología Clínica y 
Experimental de Rosario, IDICER), el estudio de distintos aspectos inmunológicos de la infección 
aguda y crónica causada por T. cruzi en ratas y ratones. A fines de la década del 90 comenzó a 
investigarse el rol que la respuesta endócrina tenía en los mecanismos defensivos del hospedero. En 
relación a esto, se desarrolló un modelo de infección chagásica por inoculación subcutánea de 100 
tripomastigotes sanguíneos de la cepa Tulahuén  en ratones BALB/c y C57BL/6. Esta cepa procede del 
Instituto Nacional de Parasitología DR. Mario Fatala Chabén, la cual se mantiene por pasajes seriales 
en ratones destete desde el año 1977, momento en que ingresó en nuestro Instituto. Dicha cepa, 
conocida históricamente como “Tulahuén” no ha sido aún genotipificada de acuerdo a la clasificación 
de Zingales et al, 2009[211]. Los estudios realizados indicaron que los animales diferían 
marcadamente en cuanto a severidad y resolución de la infección, si bien ambas cepas murinas 
desarrollaban una enfermedad aguda sistémica con parasitemias evidentes, adeno y esplenomegalia y 
presencia de numerosos infiltrados inflamatorios  en corazón [293]. Los animales C57BL/6 
presentaban caquexia y desarrollaban una enfermedad aguda, progresiva y letal en el 100% de los 
casos, mientras que los ratones BALB/c eran parcialmente resistentes y presentaban una tasa de 
supervivencia que variaba entre el 30-60% [293]. Estas diferencias no se debían a la carga parasitaria 
circulante ni tisular, ya que las mismas aumentaban de manera similar en ambas cepas murinas 
conforme avanzaba la infección [293]. Incluso macrófagos peritoneales obtenidos de BALB/c y 
C57BL76 presentaban un número similar de amastigotes en sus citoplasmas tras ser infectados in vitro 
[293]. A nivel cardíaco, los estudios histológicos mostraron que tampoco existían diferencias entre las 
dos cepas respecto del número de focos inflamatorios [293]. En conjunto, estos hallazgos indicaban 
que  las diferencias en cuanto a susceptibilidad no estaban al menos relacionadas con la carga 
parasitaria ni la afectación cardíaca [293]. Estudios posteriores demostraron que la diferencia en 
términos de susceptibilidad yacía en el tipo de respuesta inflamatoria que desarrollaban los animales 
luego de la infección. Los animales C57BL/6 presentaban en circulación valores significativamente 
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mayores de TNF-α y nitritos que los observados en los ratones BALB/c. Inversamente, los animales 
BALB/c exhibían mayores niveles de IL-10 e IL-1β. Si bien se demostró que la presencia de TNF-α es 
esencial en la respuesta anti-parasitaria en los animales C57BL/6[294-295], cuando alcanza niveles 
excesivos son sustancialmente perjudiciales, debido a su participación en el daño tisular [294-295]. Se 
ha reportado que la presencia de IL-10 en modelos murinos de infección por T. cruzi, es un factor 
esencial para contrarrestar la respuesta inflamatoria promovida por TNF-α. En base a estos 
antecedentes, los hallazgos realizados por nuestro grupo evidenciaban que los animales C57BL/6 
montaban una respuesta inflamatoria exacerbada y letal, mediada principalmente por TNF-α, mientras 
que los ratones BALB/c desarrollaban una respuesta más balanceada, con mayores niveles de IL-10, lo 
cual evidentemente favorecía la supervivencia [293]. 
Otra característica del curso de la infección es el establecimiento de atrofia tímica [293]. 
Estudios histológicos y de citometría de flujo realizados en timos extraídos a diferentes días post 
infección (p.i), mostraron que la fase aguda se desarrollaba con disminución progresiva del peso del 
timo y con pérdida masiva de timocitos corticales CD4+CD8+ (doble positivos, DP) inducida por 
apoptosis [293, 296]. La atrofia tímica fue de mayor magnitud en los ratones C57BL/6 que en los 
BALB/c. Incluso, los animales que sobrevivían, mostraban recuperación parcial de la arquitectura 
tímica una vez que los parásitos desaparecían de circulación [293]. Las implicancias de la atrofía 
tímica en el curso de la infección aún se desconocen. Sin embargo, dada la continua necesidad de 
repoblar la periferia con células T periféricas maduras [297], la pérdida de precursores T durante la 
infección chagásica podría ser perjudicial para el desarrollo de una respuesta inmune efectiva a largo 
plazo e incluso influenciar  fenómenos de autoinmunidad.  
Posteriormente se realizaron estudios a fin de evaluar si las diferencias en 
susceptibilidad/resistencia observadas en el modelo murino de infección por T. cruzi estaban 
relacionadas con el control de la respuesta inmune mediada por GCs. La determinación in vivo de los 
niveles basales de CT, demostraron que los niveles esta hormona esteroidea eran mayores en los 
animales BALB/c que en los C57BL/6 [289]. Durante la primera semana p.i., los animales BALB/c 
evidenciaron un claro aumento en los niveles de CT en comparación con los animales control [289]. 
En los ratones C57BL/6, este aumento se evidenció mucho más tardíamente, alrededor del día  15 días 
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p.i. [289]. Esta diferencia parecía estar relacionada, al menos en parte, con el patrón de respuesta de 
citocinas observada durante la infección. Tanto TNF-α como IL-1β pueden estimular al eje HPA y, 
coincidentemente, ambas son liberadas a circulación durante la fase aguda de la infección por T. 
cruzi[272]. Más aún, se ha reportado que la IL-1β tiene una mayor potencia relativa que el TNF-α para 
estimular la síntesis de GCs, [273] lo cual explicaría, al menos en parte, la activación más temprana 
del eje HPA observada en los animales BALB/c. El establecimiento de esta respuesta temprana, 
optimizaría los mecanismos de defensa y evitaría, en gran medida, el daño tisular asociado a la 
infección, favoreciendo la supervivencia del animal. En los animales C57BL/6, si bien tardía y 
evidentemente insuficiente, la respuesta de GCs es evidentemente protectora; ya que la ablación de la 
respuesta mediada por CT (ya sea inducida por adrenalectomía, tratamiento con RU486 o bien una 
combinación de ambos) tiene un efecto negativo sobre el desenlace de la infección aguda [289, 298]. 
Dichos tratamientos, no sólo aceleran la mortalidad en los ratones C57BL/6, sino que incrementan al 
100% la letalidad en los animales BALB/c [289, 298]. Inclusive, se observó que cuanto más temprano 
era iniciado el tratamiento con RU486, menor era el tiempo medio de supervivencia y mayores los 
niveles de citocinas inflamatorias [289]. Llamativamente, el bloqueo de la acción de los GCs en los 
animales infectados revertía la atrofia tímica y la pérdida de las células DP [289, 298], lo cual indicaba 
que los GCs mediaban la pérdida de los timocitos por apoptosis. En conjunto, estos resultados 
indicaban que los mayores niveles basales de CT y el aumento más temprano de esta hormona que 
evidenciaban los ratones BALB/c en comparación a los C57BL/6, contribuiría al mejor control de la 
producción de citocinas pro-inflamatorias y consecuentemente a la mayor resistencia de esta cepa.  
Estos hallazgos mostraron claramente que la respuesta endócrina que acompaña a la respuesta 
inmune afecta marcadamente el curso de la infección parasitaria, y que  el desenlace de la misma 
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Resultados previos de nuestro grupo demostraron que el curso y desenlace de la infección por 
T. cruzi en ratones BALB/c (cepa parcialmente resistente) y C57BL/6 (cepa susceptible) se ve 
profundamente influenciado por los mecanismos de regulación inmuno-endócrina. En el caso de 
C57BL/6, la mayor susceptibilidad está, al menos en parte, ligada a una estimulación ineficaz del eje 
HPA que lleva a una producción tardía de GCs con la concomitante producción exagerada de citocinas 
pro-inflamatorias. En contraposición, los animales BALB/c desarrollaban una respuesta inmuno-
endócrina más balanceada. 
Una posibilidad adicional es que la susceptibilidad que presentan los animales C57BL/6 esté 
relacionada con algún tipo de desorden cuali/cuantitativo en la población de células Tregs. De 
presentarse algún tipo de desorden, el mismo también podría estar relacionado con la respuesta 
deficiente de los GCs.  Por otra parte, la mayor resistencia observada en los animales BALB/c podría 
responder  a una mejor capacidad de respuesta por parte de la población Treg. 
En otras palabras, dada la importancia de las células Tregs en el control de la respuesta 
inmune, y los efectos que los GCs podrían tener sobre ellas, es posible que disturbios en esta 
población celular estén relacionas con el diferente desenlace que presentan BALB/c y C57BL/6 
durante la infección aguda. Para evaluar tal posibilidad habría que analizar durante la infección por T. 
cruzi tanto mecanismos de regulación del sistema inmune intrínsecos (mediado en parte por las células 
Tregs), extrínsecos (activación eje HPA y liberación de GCs) y su interrelación.  
 En función de lo anterior, nuestra hipótesis de trabajo plantea que: “Los mecanismos de 
regulación inmuno-endócrinos mediados por células T reguladoras y GCs afectan el curso y desenlace 
de la infección por T. cruzi”.  
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En base a lo expuesto, el objetivo general de este trabajo de tesis es: 
• Contribuir al conocimiento del papel que juegan las Tregs y los GCs durante las infecciones 
parasitarias y determinar su rol en la susceptibilidad/resistencia. 
En este contexto y utilizando los modelos murinos previamente descriptos (BALB/c y C57BL/6), se 
proponen los siguientes objetivos específicos: 
• Evaluar el fenotipo y la cinética de las células tTregs y pTregs en cepas murinas con 
diferente susceptibilidad a la infección aguda causada por T. cruzi. 
• Modular el número y la frecuencia de las células Tregs a fin de modificar el curso y/o 
desenlace de la infección experimental con T. cruzi.  
• Valorar el papel de los GCs sobre la población de Tregs y su impacto en desenlace de 
la infección experimental con T. cruzi en ambas cepas murinas.  
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3.1 Animales e infección experimental 
Se utilizaron ratones machos C57BL/6 y BALB/c de 6-8 semanas de edad, los cuales fueron 
criados y mantenidos en el Bioterio del Instituto de Inmunología de la Facultad de Ciencias Médicas 
de la U.N.R bajo condiciones estándar. Los animales tuvieron acceso a comida y agua  ad libitum, y se 
mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12hs (8:00-20:00hs) y en un ambiente con temperatura 
controlada (20-25ºC). Los animales se infectaron con 1000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén de T. 
cruzi por vía subcutánea en 100 µL de solución salina fisiológica (NaCL, 0,9 %, SF). Los 
tripomastigotes fueron mantenidos por pasaje seriado semanal en ratones Cbi de 21 días de edad. La 
preparación de la suspensión de parásitos para la infección de animales adultos BALB/c o C57BL/6 se 
realizó a partir de la sangre de los ratones Cbi infectados, obtenida por punción cardíaca. A fin de 
obtener una suspensión de parásitos, la sangre se centrifugó 10 minutos a 1.500 rpm,  y en el 
sobrenadante se evaluó la concentración de parásitos mediante la utilización de cámara de Neubauer. 
Posteriormente, se realizaron al menos dos diluciones seriadas en SF hasta alcanzar una concentración 
de 10.000 T. cruzi/mL. Todos los procedimientos llevados a cabo en los animales tuvieron en cuenta 
los protocolos internacionales para el uso y cuidado de animales de experimentación, los que fueron 
previamente aprobados por la Comisión de Bioética y el Comité de Bioseguridad de la Facultad de 
Ciencias Médicas de la U.N.R (Resolución Nº 3913/2009). 
 
3.2 Monitoreo de la infección aguda  
Las parasitemias se evaluaron por microscopía directa siguiendo el Método de Brener[299] 
bajo normas estandarizadas. Para ello, 5 µL de sangre heparinizada obtenida de la cola del ratón, por 
punción cardíaca o del seno retro-orbital (según el experimento), fue analizada entre portaobjeto y 
cubreobjetos de 22 mm x 22 mm a distintos días p.i. según el esquema experimental empleado. La 
parasitemia se expresó como número de parásitos en 50 campos microscópicos (magnificación 40X). 
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La supervivencia se monitoreó en forma diaria a lo largo de la infección. Asimismo, el peso (gr) de los 
animales se registró a los días 14, 17 y 21 p.i. 
3.3 Anestesia, analgesia y eutanasia 
Los animales adultos fueron anestesiados vía intraperitoneal (i.p.) con 100 µL de una mezcla 
de ketamina/xylaxina en SF (100 mg/kg ketamina + 2 mg/kg  xylaxina). En el caso de los ratones Cbi 
se empleó una dilución ¼ de la preparación anestésica para ratones adultos. Los ratones fueron 
anestesiados en forma previa a la realización de cualquier procedimiento que pudiera causarles dolor o 
malestar (extracción de sangre de la cola, punción retro-orbital o cardíaca y adrenalectomía). 
Posteriormente a procedimientos quirúrgicos (adrenalectomía), los animales fueron tratados con una 
dosis única de analgésico (Tramadol, 10 mg/kg de animal).Los animales fueron sacrificados por 
inhalación de C02 y posterior dislocación cervical. 
 
3.4Obtención y disgregación de los órganos linfoides 
Los animales adultos fueron sacrificados según se describió en la sección 3.3 para luego 
proceder con la remoción quirúrgica de los diferentes órganos linfoides (timo, bazo y ganglios 
linfáticos subcutáneos –GLsc-). Una vez extraídos, los mismos  fueron enjuagados en SF fría para 
eliminar todo rastro de sangre y se removieron los restos de tejido conectivo. Para obtener una 
suspensión celular se procedió a disgregar mecánicamente cada órgano en buffer fosfato salino (PBS) 
suplementado con 3% de suero fetal bovino (PBS/SFB 3%, GeinerBioOne, USA) a 4°C mediante 
disgregación mecánica en “potters” de vidrio. El protocolo de obtención difirió de acuerdo al órgano 
procesado: 
- Timo y ganglios: 1 timo o 2 GLsc de cada animal, según corresponda, se disgregaron por ruptura 
mecánica en 1 o 2 mL de PBS/SFB 3% frio, según el tamaño del órgano. Una vez disgregado el 
órgano, se volcó la suspensión celular en un tubo Falcon de 15 mL sin retirar el pilón del “potter”. El 
“pellet” fue lavado con 5ml de PBS/SFB 3% seguido por una nueva centrifugación. Finalmente, el 
pellet se resuspendió en 1 mL de PBS/SFB 3%. 
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-Bazo: el bazo de cada animal se disgregó por ruptura mecánica en 1.5 o 2 mL de PBS/SFB 3% frio, 
según el tamaño del órgano. Una vez  obtenida la suspensión celular, se procedió a la lisis de los 
glóbulos rojos con Buffer de Lisis (NH4Cl 0,15 M,  KHCO2 10mM,  Na2EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4). 
Por cada mL de la suspensión celular se  agregaron 6.5 mL del Buffer de Lisis 1X y se incubó durante 
20 minutos. A continuación, la suspensión se centrifugó durante 5 minutos a 1.500rpm y se descartó el 
sobrenadante. El “pellet” se lavó con 5 mL de PBS/SFB 3% seguido por una nueva centrifugación. 
Finalmente, el “pellet” se resuspendió en 1.5 mL de PBS/SFB 3%. Todo el proceso fue realizado en 
frío.  
Finalmente, para todos los órganos se procedió a realizar el recuento celular en cámara de 
Neubauer. La viabilidad celular se evaluó mediante la utilización de azul Tripán.  
 
3.5 Análisis citofluorométrico de las poblaciones celulares 
3.5.1 Anticuerpos Monoclonales  
Los anticuerpos monoclonales (AcMo) utilizados fueron: anti-CD4 acoplado a isotiocianato de 
fluoresceína (anti-CD4/FITC), anti-CD25 acoplado a aloficocianina (anti-CD25/APC), anti-FoxP3 
acoplado a ficoeritrina (anti-FoxP3/PE) (todos de eBioscience, Mouse Regulatory T cell Staining kit, 
USA), anti-CD8/FITC, anti-CD62L/FITC, anti-CD44/APC-citocromo7-(Cy7), anti-GITR/FITC, anti-
CD4 acoplado a la proteína peridin-clorofila (PerCP), anti-Ki-67/PE, anti FoxP3 acoplado a BD 
HorizonV450 (todos de Beckton-Dickinson, USA). También se utilizaron los controles de isotipos 
correspondientes (eBioscience y Beckton-Dickinson, USA).    
 
3.5.2 Inmunomarcación celular 
Para caracterizar las tTregs y las pTregs, 1.106 de células (timocitos, esplenocitos o leucocitos 
de sangre periférica) se resuspendieron en 50 µL de PBS/SFB 3%. Las células fueron posteriormente 
incubadas con 5 µL de la mezcla de AcMo para marcadores de superficie durante 30 minutos a 4ºC  y 
protegidas de la luz. Luego, las células se centrifugaron 15 minutos a 1.500rpm a 4ºC, y una vez 
descartado el sobrenadante, se adicionaron 60µL de PBS, tras lo cual las células se centrifugaron 
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nuevamente 15 minutos a 1.500rpm a 4ºC, para ser finalmente resuspendidas en 200 µL de buffer de 
permeabilización/fijación (eBiosciences) y posterior incubación “overnight”  a 4ºC. Al día siguiente, 
las células fueron centrifugadas nuevamente 15 minutos a 1.500rpm y luego se incubaron con el 
AcMo anti-FoxP3/PE diluido en 50 µL de buffer de permeabilización (eBiosciences) durante 1 hora a 
4°C y en oscuridad. A continuación, se realizó una nueva centrifugación tras el agregado de 60 µL de 
buffer de permeabilización. Por último, las muestras se resuspendieron en 100 µL de PBS. Todos los 
procedimientos fueron realizados en placas de 90 pocillos con fondo en V. Las muestras fueron 
adquiridas en un citómetro de flujo BS FACSAria II (Beckton-Dickinson, USA) con el fin de 
identificar y cuantificar las diferentes poblaciones adquiriéndose al menos 50.000-100.000 eventos por 
muestra. El tiempo entre el procesamiento y la adquisición de datos nunca fue mayor de 1-2 horas. 
 
3.5.3 Análisis citofluorométrico 
El porcentaje de las diferentes poblaciones celulares y la intensidad de fluorescencia fueron 
analizados  utilizando los programas BD FACsDIVA Software (Beckton-Dickinson, USA) y WinMDI 
(Versión 2.8, Joseph Trotter, 1993-2000) de acuerdo a las siguientes estrategias de “gating”: 
El análisis se inició creando un “gate” o área de selección (al que llamaremos P1) de modo de 
separar la población de linfocitos de otras poblaciones celulares tales como granulocitos,  
monocitos/macrófagos  o  células muertas, en base a su tamaño y granularidad.  Dicha separación se 
realiza en base al ángulo de dispersión de la luz que generan las distintas poblaciones celulares 
(“forward scatter” o FSC 180º y “side scatter” o SSC 90º; gráfica SSC/FCS).  A partir de este primer 
“gate P1” se realizaron diferentes análisis, dependiendo del órgano analizado:  
Timo: Dentro de P1, se seleccionaron las células CD4+ simple positivas (SP) y a continuación aquellas 
que expresaran FoxP3 (CD4 SP/FoxP3+) (Figura 7A). En algunos casos también se evaluó la 
expresión de los marcadores de superficie CD25, GITR y CD62L dentro de la población CD4 SP 
FoxP3+. En aquellos experimentos donde además se evaluó el grado de atrofia tímica, se analizó la 
expresión de los marcadores de superficie CD4 y CD8, de modo que se generaron 4 subpoblaciones: 
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CD4- CD8- (DN, Doble Negativas), CD4+CD8- (CD4 SP), CD4- CD8+ (CD8 SP) y CD4+CD8+ (DP, 
Doble Positivas).  
Bazo, GLsc y sangre. Dentro de P1, se seleccionaron las células CD4+ y a continuación aquellas que 
expresaran FoxP3 (CD4+/FoxP3+) (Figura 7B). Finalmente, se evaluó dentro de la población 
CD4+FoxP3+ la expresión de los marcadores CD25, GITR, CD62L y CD44. En el análisis de los datos, 













Figura 7: Estrategia de “gating” para la selección de las Tregs.  
 A) Estrategia realizada en células procedentes de timo. B) Estrategia utilizada en células provenientes 
de órganos linfoides periféricos. 
 
3.6 Tratamiento in vivo con anticuerpos monoclonales anti-CD25 
Ambas cepas de ratón fueron tratadas de manera i.p. con 250 µg del AcMo anti-CD25 PC61 
(IgG1 de rata, eBiosciences) en 50 µL de SF. A un grupo de animales se le inyectó el PBS siguiendo 
el mismo esquema (grupo vehículo -Veh-). Dos días después de la administración de PC61 se obtuvo 
sangre a partir del seno retro-orbital para confirmar la depleción de las células CD25+ mediante 
análisis citofluorométrico empleando el clon 7D4 (eBioscencies). Posteriormente, se infectaron con T. 
cruzi aquellos ratones en los que se verificó que el tratamiento fue efectivo (día 0 p.i.). Tras 10 y 17 
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mediante citometría de flujo. En los mismos animales se evaluó la parasitemia y se realizó un 
seguimiento de la mortalidad. 
 
3.7 Aislamiento y transferencia adoptiva de células T CD4+CD25+ 
3.7.1 Obtención de una suspensión celular enriquecida en células T CD4+CD25+ 
Para obtener una suspensión enriquecida en células Tregs (CD4+CD25+), se homogeneizaron 
mecánicamente en 8mL de Buffer A (PBS/SFB 10%) un total de 24 GLsc (inguinales y axilares) 
extraídos de 4 ratones C57BL/6 no infectados y a continuación se realizaron dos separaciones 
inmunomagnéticas consecutivas usando el equipo “Regulatory T cell Isolation kit” (Miltenyi), y 
siguiendo las indicaciones del fabricante. La primera separación consistió en una selección negativa de 
las células CD4+ y la segunda separación en una selección positiva de las CD25+. 
 
3.7.1.1 Selección negativa de las células CD4+ 
Tras la disgregación mecánica de los ganglios (tal como se indicó en  sección 3.4), la 
suspensión celular obtenida se filtró con una malla de 40 µm y se centrifugó a 1.500 rpm durante 15 
minutos a 6 ºC (Centrífuga Eppendorf, USA), tras lo cual se descartó el sobrenadante. El “pellet” 
celular obtenido se resuspendió en 5 mL de Buffer A y se centrifugó nuevamente a 1.500 rpm durante 
15 minutos a 6 °C. El “pellet” obtenido se resuspendió en Buffer B (PBS/0.5% BSA/EDTA 2mM) 
(40µLpor cada 1.107 células). A continuación se adicionó un cocktail de anticuerpos (anti-CD8a, anti-
CD11b, anti-CD45R, anti-CD49b y anti-Ter-119) conjugados a Biotina (40µl por cada 250.106 células) y 
se realizó una incubación por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, se adicionó  Buffer B (10µL por cada 
1.107 células) y las microesferas anti-Biotina (80 µL por cada  250.106) y se incubó nuevamente 30 
minutos a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con Buffer B y las células se resuspendieron en 
Buffer B (125.106 células en 500 µL de Buffer B). La suspensión celular se volcó sobre un pre-filtro 
localizado sobre la columna de filtración previamente humedecida con Buffer B. Utilizando el imán 
LD, se procedió a recolectar el eluído enriquecido en células T CD4+. La columna se lavó 
posteriormente 2 veces con 1mL de Buffer B y nuevamente se recolectó el eluído. Posteriormente se 
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realizó el recuento celular en cámara de Neubaeur con Azul Tripán de la suspensión celular 
enriquecida en células T CD4+. Las células se centrifugaron 10 minutos a 1500 rpm a 6°C y se 
llevaron a una concentración de 100.106 células/mL en Buffer B. 
 
3.7.1.2 Selección positiva de las células CD25+ 
A continuación, las células se incubaron 20 minutos a 4°C con 6.2 µL de anti-CD25/Biotina 
por cada 100.106 células. Posteriormente, se realizó un lavado con Buffer B, y se resuspendieron 
nuevamente. Luego, las células se incubaron 15 minutos a 4°C con las microesferas anti-Biotina (30 
µL cada 100.106 células), tras lo cual se lavaron y resuspendieron en Buffer B (100.106 células /0,5 
mL de Buffer B).  
La suspensión celular se volcó sobre la columna previamente humedecida con Buffer B, 
utilizando el imán MS, y se recogió el eluído. Se llevaron a cabo además 2 lavados con 1mL de Buffer 
B cada uno. Dichos eluídos se descartaron. Posteriormente, la columna se separó del imán, y se colocó 
sobre un tubo Falcon de 15 mL. Se agregó 1mL de Buffer B y se eluyó la columna presionando el 
émbolo rápidamente, a fin de obtener la suspensión celular enriquecida en células CD4+CD25+. A 
partir de una alícuota, se evaluó la celularidad en cámara de Neubauer. Posteriormente, las células se 
centrifugaron 10 minutos  a 1500 rpm a 6 ºC y se resuspendieron en Buffer A (1.106 células/ 50 µL de 
Buffer A). Posteriormente se evaluó la pureza de la suspensión por inmunomarcación seguida de 
análisis por citometría de flujo.  
Estrategia de “gating”: El análisis de los estudios citofluorométricos se inició creando un área 
conocida como “gate” en base al análisis de SSC/CD4 de modo de separar la población de linfocitos 
CD4+. A partir de este primer “gate” se seleccionaron las células FoxP3+ (CD4+FoxP3+) y a 
continuación aquellas que expresaran CD25 (Figura 8). Mediante esta metodología, al menos el 90% 
de las células obtenidas mostraban un fenotipo CD4+FoxP3+CD25+ 



















Figura 8: Estrategia de “gating” para la selección de las Tregs en periferia. 
 
3.7.2 Transferencia adoptiva de Tregs  
A ratones C57BL/6 se le administró por vía intravenosa (a través del seno retro-orbital) 100 
µL de la suspensión celular enriquecida en células CD4+CD25+FoxP3+. Otro grupo de animales fue 
inoculado en forma similar con PBS-SFB10%. Trascurridas 24 hs, ambos grupos de animales fueron 
infectados con el parásito, tal como se indicó anteriormente. No se realizó transferencia adoptiva de 
Tregs a animales no infectados, debido a que se ha demostrado previamente que la transferencia de las 
Tregs no produce activación inmune[187, 300]. 
 
3.8 Determinación de los niveles plasmáticos de corticosterona   
Para la determinación de los niveles circulantes de CT a distintos días p.i., una semana antes 
del inicio del experimento los ratones fueron alojados en cajas individuales para su adaptación. 
Durante este período y todo el transcurso del experimento los animales tuvieron acceso ad libitum a 
comida y agua, y mantenidos en condiciones extremas de silencio y cuidados a fin de minimizar el 
estrés. Debido a los hábitos crepusculares-nocturnos de los animales, las muestras de plasma se 
obtuvieron entre las 8.00 y 10.00 hs a partir de sangre de la punta de la cola utilizando el método 
previamente descripto por nuestro grupo[289]. Finalizada las extracciones, la sangre se centrifugó  10 
minutos a 9000 rpm y el plasma obtenido se almacenó a -20 ºC. Los niveles plasmáticos de CT se 
evaluaron por ELISA, siguiendo las recomendaciones del fabricante (IBL Corticosterone Enzyme 
Immuneassay Kit, Alemania). La lectura de los datos se realizó en el lector de ELISA Stata Fax 2100 
(Awarenwss Technologies, USA). El límite de detección fue de 0.20 µg/dL.   
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3.9 Tratamiento con IL-2 
Los animales C57BL/6 y BALB/c fueron inyectados diariamente y de forma i.p. con 50.000 
UI de IL-2 humana recombinante (rhIL-2, Proleukin, Novartis) en 100 µl de PBS durante los primeros 
5 y 10 días p.i. También se le administró PBS a un grupo de animales, siguiendo el mismo esquema. 
La evaluación de las Tregs se realizó a los días 10, 17 y 21 p.i. a partir de sangre heparinizada 
obtenida del seno retro-orbital. Durante el curso de la infección se evaluó la parasitemia y se 
monitoreó la mortalidad.  
 
3.10Adrenalectomía 
Una vez anestesiados (ver sección 3.3), los animales se colocaron en posición decúbito lateral 
derecho y posteriormente izquierdo. Se realizó protección ocular con gasas embebidas en SF. A 
continuación, el campo quirúrgico fue rociado con etanol 70% y afeitado. Se realizó una pequeña 
incisión en la piel a la altura de la unión toracolumbar y se diseccionó el tejido conectivo circundante, 
tras lo cual se ingresó a través de una pequeña incisión a la cavidad peritoneal.  Utilizando pinzas 
curvas, se extirpó la glándula adrenal, que se encuentra localizada en el polo superior del riñón. 
Finalmente, el tejido muscular se suturó utilizando sutura no absorbible. El mismo procedimiento fue 
llevado a cabo del lado contario del animal (Grupo Adx). Simultáneamente, un grupo de animales fue 
sometido al mismo procedimiento pero sin proceder con la extirpación de las glándulas (cirugía 
simulada, grupo Sham). Finalizada la cirugía, los animales fueron tratados con una única dosis de 
analgésico (según descripto en la sección 3.3) y se los dejó recuperar en un ambiente cálido. A los 
animales a los que se les extirparon las adrenales se les ofreció un suplemento de NaCl al 0.9% a fin 
de evitar la pérdida de electrolitos consecuencia de la pérdida de aldosterona causada por la ablación 
de la glándula. Luego de 1 semana, la mitad de los animales de cada grupo (Sham o Adx) fueron 
infectados, tal como se informó previamente. Tras 14 días p.i., los animales fueron sacrificados y se 
obtuvieron timo, bazo y GLsc a fin de evaluar  la frecuencia y fenotipo de las Tregs mediante análisis 
citofluorométrico. Durante el curso de la infección se evaluó la parasitemia y se monitoreó la 
mortalidad. 
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3.11Tratamientos realizados con IL-2, Dexametasona y la combinación de ambos 
Para estimular de manera específica la expansión de las células Tregs en ambas cepas de 
animales y de manera previa a la infección, se evaluaron 3 esquemas de tratamiento: El primer 
esquema consistió en la inyección diaria y de forma i.p. con 50.000 UI de IL-2 humana recombinante 
(rhIL-2, Proleukin, Novartis) en 100µL de SF durante 7 días consecutivos. En el segundo esquema, se 
les administró a los animales 14 µg de dexametasona (Dex) de forma i.p. (SurarPharma) en 100 µL de 
solución salina fisiológica durante 7 días consecutivos. El tercer esquema consistió en la 
administración i.p. simultánea y de manera diaria con 50.000 UI de IL-2 humana recombinante  y  14 
µg de Dex. A los días 0 y 7 post-tratamiento se obtuvo sangre heparinizada a partir del seno retro-
orbital de todos los animales. Al día 14 post-tratamiento los animales se sacrificaron, y se evaluó la 
frecuencia y el fenotipo de las Tregs de sangre, bazo y GLsc mediante citometría de flujo. 
A fin de evaluar el efecto profiláctico del tratamiento combinado, un grupo de animales fue 
posteriormente infectado. A los días 0, 7 y 14 p.i. se obtuvo sangre heparinizada a partir del seno retro-
orbital y al día 14p.i los animales se sacrificaron y se evaluó en sangre y órganos linfoides secundarios 
la frecuencia y el fenotipo de las Tregs mediante citometría de flujo. En estos animales se realizó un 
seguimiento de la parasitemia y monitoreo de la mortalidad.  
 
3.12 Administración de LPS 
Ratones C57BL/6 y BALB/c (n=3/grupo)  fueron inyectados de forma i.p. con100 µg de LPS 
(E. coli serotipo 0111-B4, Sigma) en 100 µL de PBS (grupo LPS) o bien 100 µL del vehículo (grupo 
Veh, n=3). Transcurridos 3 días, los animales fueron sacrificados y se extirparon los timos. 
Posteriormente se analizó el fenotipo y frecuencia de tTregs mediante citometría de flujo según 
descripto en la sección 3.6. 
 
3.13Análisis Estadístico 
Las comparaciones se efectuaron por medio del análisis de la variancia paramétrico ANOVA, 
seguido del test T de Student; o mediante test estadísticos no paramétricos: Kruskall-Wallis (k>2 
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grupos) seguido de la prueba de la U de Mann Whitney (k=2 grupos). El análisis de la sobrevida se 
efectuó por Kaplan-Meier. Los resultados se presentan como media±error estándar de la media(EEM) 
o como mediana/rango según la distribución de la variable. Los análisis estadísticos fueron llevados a 
cabo con el software “GraphPadInstat 4.0” (GraphPad, California, USA). El nivel de significación se 
estableció en p<0.05. 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS 
4.1 Caracterización del curso de la infección experimental en ratones BALB/c y C57BL/6 
A fin de caracterizar el curso de la infección experimental, ratones machos de las cepas 
BALB/c y C57BL/6 se infectaron por vía subcutánea con 1000 tripomastigotes de la cepa Tulahuen. 
Ambas cepas difirieron en cuanto a la severidad y resolución de la fase aguda, manifestando un cuadro 
similar al observado previamente por Roggero y col. [293],  en donde se utilizó una dosis infectiva 
menor. 
Mientras que alrededor de un 30% de los ratones BALB/c superaba la fase aguda, la 
mortalidad en los animales C57BL/6 alcanzó el 100% al día 33 p.i. (Figura 9A), lo que se reflejó en un 
tiempo de vida media mayor en los animales BALB/c (media±EEM; BALB/c: 26.5±3.8 días, 
C57BL/6:22.7±1.1 días, p<0,05). 
En relación a la parasitemia (Figura 9B), la misma fue similar entre ambas cepas a lo largo del 
curso de la infección aguda. Los animales BALB/c que superaron la fase aguda presentaron una 
disminución progresiva de la parasitemia a partir del día 21 p.i. Al día 100 p.i. los parásitos fueron 
raramente detectados por microscopía directa.   
Estudios previos sugerían que las diferencias en susceptibilidad que mostraban ambas cepas 
estaban en parte relacionadas con la respuesta endócrina que se establecía tras la infección. En 
concordancia con los resultados previos de nuestro grupo[289], los niveles séricos basales de CT en 
los animales BALB/c fueron significativamente mayores que los observados en los C57BL/6 (Figura 
9C). Tras la infección se apreció un aumento significativo en los niveles circulantes de CT en ambas 
cepas, el cual fue detectado más tempranamente en BALB/c (día 7 p.i.). Hacia el final de la infección 
dicha diferencia desapareció ya que los valores plasmáticos de esta hormona fueron prácticamente 
iguales en ambas cepas, causando que el incremento relativo en los niveles de CT fuera alrededor de 
2,5 veces más alto en C57BL/6 que en BALB/c. En la cepa C57BL/6 no se evaluaron los niveles de la 
hormona más allá del día 21 p.i. debido al desmejorado estado clínico que exhibían los animales. 




Figura 9: Características del curso de la infección causada por T. cruzi en animales BALB/c y 
C57BL/6. 
A) Curva de supervivencia: Cada punto de la curva representa el porcentaje de animales 
sobrevivientes [(número de sobrevivientes / total de animales) x 100)] de un experimento 
representativo de 3 series independientes (n=15-20/grupo). B) Parasitemia: Se representan la mediana 
y rango superior de los valores de parasitemia correspondientes a 4-5 animales/día/grupo de un 
experimento representativo de 6 llevados a cabo en forma independiente. C) Niveles séricos de CT: 
Las muestras de sangre fueron obtenidas en condiciones de mínimo estrés, entre las 8:00 y 10:00 hs. 
Los datos se expresan como la media ± EEM de 6-8 animales/día/grupo y corresponden a un 
experimento representativo de 2 llevados a cabo en forma independiente. D)Índice CD4+/CD8+: La 
frecuencia de las poblaciones T CD4+ y CD8+ se evaluó por citometría de flujo y luego se calculó su 
proporción relativa. Los resultados se expresan como la media ± EEM de 4-6 animales/día/grupo y 
corresponden a 1 experimento representativo de 3 series independientes. # = Diferencia con el grupo 
no infectado  (día 0 p.i.) de la cepa correspondiente, p<0,05.*= Diferencia con C57BL/6 al mismo  día 
p.i.; p<0,05. 
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 Los animales BALB/c que ingresaron en la fase crónica, experimentaron un restablecimiento en los 
valores circulantes de GCs  cercano a los valores iniciales (Figura 9C). 
Durante los procesos infecciosos suelen observarse en sangre cambios en la frecuencia de las 
distintas poblaciones linfoides. A fin de evaluar la dinámica de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en 
sangre periférica en nuestro modelo experimental, se determinó su proporción y relación por 
citometría de flujo. En los animales infectados, la frecuencia de ambas poblaciones declinó en forma 
progresiva (no se muestran datos); y si bien la relación CD4+/CD8+ se mantuvo constante durante las 
primeras etapas de la infección, cayó abruptamente luego del día 17 p.i., impulsada por la caída 
abrupta en la frecuencia los linfocitos T CD4+(Figura 9D). Esta disminución fue más evidente en los 
animales C57BL/6 (Figura 9D). 
La infección aguda cursó con adeno y esplenomegalia (Figura 10A y 10B). La hiperplasia que 
mostraron estos órganos fue esencialmente consecuencia del incremento en las cifras de las distintas 
poblaciones linfoides. Tanto en bazo como en GLsc este aumento se evidenció a partir del día 14 p.i y 
se mantuvo a lo largo de la fase aguda. Mientras que la celularidad en bazo se vio más incrementada 
en BALB/c que en C57BL/6 (Figura 10A), el incremento en la celularidad de los GLsc fue similar en 
ambas cepas (Figura 10B). Paralelamente, las determinaciones de peso corporal a lo largo de la 
enfermedad aguda revelaron que tanto los animales C57BL/6 como los BALB/c perdían peso, 
particularmente a partir del día 17 p.i. en adelante (Figura 10C). Los animales BALB/c que superaron 
la fase aguda recobraron su peso alrededor del día 50 p.i. (no se muestran datos). 
Estudios previos realizados en BALB/c y C57BL/6 mostraron que la infección experimental 
aguda causada por 100 tripomastigotes de la cepa Tulahuen T. cruzi desencadenaba substancialmente 
en los animales C57BL/6 una evidente atrofia tímica como consecuencia de un incremento en la 
apoptosis de los timocitos DP mediado por CT[289, 293]. A fin de re-analizar tal fenómeno tras la 
infección con una dosis mayor de parásitos, se extirparon los timos a distintos días p.i. y se evaluó 
peso del órgano, celularidad y frecuencia de timocitos DP. En la Figura 11A se puede apreciar la 
magnitud de la atrofia que experimentó este órgano conforme avanzaba la infección aguda. 
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Figura 10: Espleno y adenomegalia durante la infección aguda. 
A) Esplenomegalia: Aumento del número de esplenocitos durante la fase aguda de la infección con T. 
cruzi en animales BALB/c y C57BL/6. El panel de la derecha muestra una fotografía representativa de 
bazos extraídos de ratones C57BL/6 sin infectar (Co) e infectados, en donde puede observarse el 
aumento en el tamaño que experimentan durante el curso de la infección aguda. B) Adenomegalia: Los 
ganglios linfoides subcutáneos (GLsc) incrementan su celularidad durante la infección aguda. C) Peso 
Corporal: Los animales infectados disminuyen su peso corporal durante la fase aguda. Los resultados 
se expresan como media ±EEM (n=3-6/día) y corresponden a 1 experimento representativo de 6 
llevados a cabo de manera independiente. # = Diferencia con el grupo no infectado  (día 0 p.i.) de la 
cepa correspondiente, p<0,05.*= Diferencia con C57BL/6 al mismo  día p.i.; p<0,05. 
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Figura 11: Atrofia tímica durante la infección aguda por T. cruzi. 
A) Atrofia tímica: Fotografía representativa de timos extraídos de ratones C57BL/6 sin infectar (Co) y 
de animales infectados, en donde puede observarse la disminución en el tamaño que sufre la glándula 
durante el curso de la infección aguda. B) Celularidad: El número total de timocitos disminuye 
progresivamente durante la fase aguda. Un experimento representativo de 6 llevados a cabo de manera 
independiente (media±EEM de 3-6 animales/día/grupo). C)"Dot plots" representativos de las distintas 
subpoblaciones de timocitos, obtenidos por citometría de flujo a distintos días p.i. Los valores 
porcentuales informados en cada cuadrante corresponden a un animal/día/grupo. # = Diferencia con el 
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La pérdida de la masa tímica se reflejó en una marcada disminución del número absoluto de 
timocitos en ambas cepas. No obstante, estos cambios fueron más tempranos en C57BL/6 (Figura 
11B). Asimismo, la magnitud de la pérdida porcentual de timocitos DP fue similar entre ambas cepas 
(Figura 11C y Tabla 1).  
 
Tabla 1: Frecuencia de las distintas subpoblaciones tímicas 
Días p.i. 
 Control 14  17  21 
CD4 SP         BALB/c 




15.5± 1.67 # 
29.8± 3.15# 
20.5± 3.28# 
37.6± 3.18 # 
41.7± 2.32# 
CD8 SP         BALB/c 







21.2± 4.37 # 
15.4± 2.22# 
DN                BALB/c 








35.6 ± 11.30 # 
DP                 BALB/c 
                      C57BL/6 
78.3± 5.11 
81.8± 3.87 
73.3± 5.73 # 




7.3 ± 0.5 # 
Los datos corresponden a la media ± EEM de 3-6 ratones/grupo (un experimento representativo de 6 
series independientes).# = Diferencia con el grupo no infectado (Control) de la cepa correspondiente, 
p<0,05. 
 
La población CD4 SP es la precursora inmediata de la población de linfocitos tTregs. Al igual 
que lo observado respecto de la celularidad tímica, los valores basales de la población CD4 SP fueron 
mayores en C57BL/6 que en BALB/c. La dosis infectiva de 1000 tripomastigotes disminuyó de 
manera progresiva el número absoluto de dicha población en ambas cepas. No obstante, C57BL/6 
siempre presentó mayores valores.  
 
Tabla 2: Número Absoluto de las células precursoras inmediatas de las tTregs 
 Control 14  17  21 
CD4 SP   BALB/c 








1.2 ±0.74 # 
Los datos corresponden a la media ± EEM de 3-6 ratones/grupo (un experimento representativo de 6 
series independientes).# = Diferencia con el grupo no infectado (Control) de la cepa correspondiente, 
p<0,05;  * = Diferencia con C57BL/6 al mismo día p.i., p<0,05.  
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4.2 Dinámica de la población Treg en sangre periférica y órganos linfoides 
Con el propósito de evaluar la dinámica de las Tregs en timo, bazo, GLsc y sangre, se evaluó 
su proporción, número absoluto  y fenotipo, mediante citometría de flujo. Los datos generados se 
evaluaron como gráficos de puntos (o “Dot plots”)  o en forma de histograma, siguiendo una secuencia 
de selección de poblaciones o “gating”.  
4.2.1Timo 
Dado que las células tTregs, al igual que los linfocitos T convencionales, maduran en el 
timo, la atrofia causada por la infección por T. cruzi podría afectar el número, la frecuencia y la 
maduración de estas población supresora, como también el reabastecimiento de las mismas al pool 
periférico. 
4.2.1.1 Frecuencia y número de las Tregs en timo 
En un primer paso, se analizó a distintos días p.i. la frecuencia y el número absoluto de la 
tTregs en timos procedentes de animales BALB/c y C57BL/6. Los resultados presentados en la Figura 
12 corresponden a análisis realizados en células CD4+FoxP3+ previamente seleccionadas dentro de la 
población CD4SP. 
Los resultados de tales estudios mostraron que el número basal de tTregs fue ligeramente 
superior en C57BL/6, sin alcanzar significado estadístico (Figura 12B). Por otra parte, tanto en 
BALB/c como en C57BL/6 el número absoluto de las tTregs experimentó una disminución muy 
marcada que alcanzó una magnitud similar a los días 17 y 21 p.i. (Figura 12B). Por otra parte,  la 
frecuencia de las tTregs en los animales BALB/c controles prácticamente duplicó los valores basales 
registrados en los ratones C57BL/6 (Figura 12C). En ambas cepas, la infección causó un 
enriquecimiento porcentual progresivo de las tTregs dentro de la población CD4 SP, muy evidente tras 
17 y 21días p.i. (Figura 12C). No obstante, la frecuencia de las tTregs fue siempre superior en BALB/c 
en comparación con los ratones C57BL/6. Los ratones BALB/c que sobrevivieron e ingresaron a 
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Figura 12: Número y frecuencia de las células tTregs e intensidad media de fluorescencia de 
FoxP3 
A)"Gating": En base al perfil SSC/FSC, se separó la población de timocitos ("gate" P1) de otras 
poblaciones tímicas y luego dentro de P1 se seleccionaron aquellas que expresaban CD4 y CD8. 
Posteriormente se evaluó la población FoxP3+ dentro del "gate" CD4 SP. B) Número Absoluto. C) 
Frecuencia. Si bien el número absoluto de las tTregs a nivel tímico disminuye con el curso de la 
infección aguda, su frecuencia aumenta, tal como puede observarse en los "dotplots" representativos. 
Al día 100 p.i. los animales BALB/c, recuperaron los valores basales de tTregs. Los valores 
informados en cada cuadrante se expresan como media ±EEM de 3-6 animales/grupo/día, excepto al 
día 100 p.i., con 3 animales/grupo. D) La intensidad de la expresión de Foxp3 aumentó en los 
animales infectados (Histogramas representativos, día 21 pi. Co: área blanca; Infectado: área gris). E) 
Valores relativos (VR) de intensidad media de fluorescencia (IMF) de Foxp3 al día 21 p.i.(media 
±EEM, n=4/grupo). Se considera el valor promedio de IMF obtenido en los animales controles como 
100%.Los valores informados en las figuras corresponden a 1 experimento representativo de 6 
llevados a cabo de manera independiente. # = Diferencia con el grupo no infectado (Co) de la cepa 
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la fase crónica de la infección lograron restaurar sus valores normales de porcentaje y número absoluto 
de tTregs (Figuras 12B y C). 
La densidad de expresión a nivel celular de un determinado marcador se evalúa mediante la 
intensidad media de fluorescencia (IMF), la que representa -en promedio- el número de moléculas del 
marcador de interés expresadas por cada célula. La evaluación de la IMF de FoxP3 en las tTregs 
durante el curso de la infección, mostró que los valores de IMF al día 21 p.i. triplicaban los valores 
basales y que el aumento en la densidad de expresión era de igual magnitud en BALB/c y 
C57BL/6(Figuras 12D y E). 
Teniendo en cuenta que las alteraciones observadas en la población tTreg durante la infección 
podrían deberse tanto al contexto inflamatorio como también a alteraciones inducidas por la presencia 
del parásito, se analizó cual era el comportamiento de la población tTreg en un ambiente altamente 
inflamatorio pero estéril (no infeccioso). Para ello, se administró una dosis subletal de LPS (100 µg 
por vía i.p.) a ratones de ambas cepas y luego de 3 días se extirparon los timos a fin de caracterizar por 
citometría de flujo la población de tTregs. Al igual que lo observado durante el curso normal de la 
infección en C57BL/6 y BALB/c, la administración de la dosis subletal de LPS generó una 
disminución significativa en la proporción de timocitos DP (Tabla 3). La frecuencia de tTregs se vio 
significativamente incrementada en ambas cepas, mientras que la disminución en valores absolutos fue 
notoria en los C57BL/6 (Tabla 3). Estos resultados sugieren que el comportamiento de las tTregs en 
ambas cepas no sería consecuencia de la infección per se, sino que estaría vinculada con la respuesta 
inmuno-endócrina asociada al proceso inflamatorio. 





Número Absoluto tTregs (105) 
Veh    BALB/c 
          C57BL/6 
83.6 ± 2.33 
85 ± 3.21 
5.99 ± 0.57 
3.25 ± 0.43 
 2.9 ± 0.9 
4.0 ± 0.5 
LPS  BALB/c 
         C57BL/6 
31.6 ± 6.0 # 
35 ± 2.88 # 
7.56 ± 0.74 # 
7.05 ± 0.32 # 
 2.4 ± 0.9 
    3.3± 0.8 # 
Los datos corresponden a la media ± EEM de 3 ratones/grupo (un experimento representativo de 2 
series independientes).#= Diferencia con el grupo que recibió el vehículo (Veh) de la cepa 
correspondiente, p<0,05. 
 
CAPÍTULO 4: RESULTADOS   
68 
 
4.2.1.2 Fenotipo de las Tregs en timo 
Como se mencionó anteriormente, CD25, GITR y CD62L son considerados marcadores de 
activación en células Tregs que ya han abandonado el timo e incluso aquellas que se inducen en 
tejidos periféricos. Sin embargo, la expresión de CD25 y CD62L a nivel tímico está relacionada con 
distintos estadíos madurativos de las tTregs, mientras que la expresión de GITR favorecería su 
sobrevida[301-302]. Teniendo en cuenta las alteraciones que se observan en la población tTreg 
durante la infección chagásica, evaluamos la expresión de estos tres marcadores siguiendo el mismo 
esquema de “gating” que se mencionó anteriormente y agregando un paso adicional que consistió en 
analizar la expresión de CD25, GITR y CD62L dentro del “gate”  CD4+FoxP3+.  
Si bien la expresión de CD25 se considera constitutiva en células Tregs maduras, se ha 
reportado que existe una población de tTregs que no expresa este marcador (CD4+FoxP3+CD25-) y 
que constituye un estadío madurativo más temprano. En relación a esto, los estudios realizados en 
timos de animales BALB/c y C57BL/6 controles revelaron que si bien una gran proporción de tTregs 
expresaba CD25, alrededor de un 20% de la población total no lo hacía. La infección incrementó aún 
más la proporción de células que expresaban el marcador tanto al día 17 como al 21 p.i., siendo 
levemente mayor en C57BL/6 al día 17 p.i. (Figura 13A). Al día 100 p.i., BALB/c restauró la 
proporción de células tTreg CD25+ a valores cercanos a los basales. Asimismo, las tTregs de ambas 
cepas incrementaron la densidad de expresión de CD25, siendo la IMF relativa mayor en C57BL/6 al 
día 21 p.i. (Figura 13A). 
Al igual que para CD25, la proporción de células tTregs GITR+ aumentó tras la infección, si 
bien siempre su proporción fue mayor en BALB/c que en C57BL/6 (Figura 13B). No obstante, en 
BALB/c la frecuencia de tTregs GITR+ se redujo alrededor del 10% en la fase crónica. Los valores 
relativos de densidad de expresión de GITR estuvieron levemente por debajo de los basales en 
BALB/c, mientras que aumentaron en C57BL/6 (p<0,05 entre cepas). 
En cuanto a CD62L, sólo se observó un incremento porcentual al día 21 p.i, de similar 
magnitud en ambas cepas (Figura 12C). La IMF aumentó en términos relativos de manera similar en 
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Figura 13: Fenotipo de las tTregs en timo durante la infección con T. cruzi. 
Los gráficos que se encuentran a la izquierda muestran la frecuencia de las poblaciones : A) tTregs 
CD25+, B) tTregs GITR+, C) tTregs CD62L+durante el curso de la infección en BALB/c y C57BL/6. 
Los paneles centrales muestran la intensidad de expresión de cada marcador al día 21 p.i.  
(Histogramas representativos: No infectado -Co-: área blanca; Infectado: área gris). Los gráficos de 
barra representan los valores relativos (VR) de intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada 
marcador al día 21 p.i. Se considera el valor promedio de IMF obtenido en los animales controles 
como 100%. Los valores informados en las figuras corresponden a 1 experimento representativo de 3 
llevados a cabo de manera independiente (media±EEM, n=3-6/día/grupo). #= Diferencia con el grupo 
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ambas cepas. No se contó con datos sobre CD62L durante la fase crónica. 
En conjunto, estos resultados sugieren que como consecuencia de la infección por T. cruzi, los 
cambios fenotípicos observados en las tTregs remanentes estén relacionados con un aumento en las 
señales de supervivencia, o bien que las supervivientes sean las células más maduras. 
 
4.2.2 Sangre y órganos linfoides secundarios 
Como se ilustró en la Figura 10, la infección experimental con T. cruzi induce una marcada 
hiperplasia en órganos linfoides secundarios. Dado que la distinta susceptibilidad a la infección que 
presentan ambas cepas murinas podría estar relacionada con diferencias cualitativas y cuantitativas en 
el “pool” de Tregs periféricas, evaluamos su número, frecuencia y fenotipo en sangre y órganos 
linfoides secundarios. 
 
4.2.2.1 Frecuencia y número de las Tregs en periferia 
La estrategia de “gating” utilizada para evaluar el “pool” de Tregs periféricas fue similar a la 
realizada anteriormente para las tTregs (Figura 14A). En sangre, la frecuencia basal de Tregs es 
similar en BALB/c y C57BL/6. En los animales infectados, la frecuencia de Tregs en circulación 
disminuyó significativamente. No obstante, esta reducción fue más evidente en C57BL/6 al día 21 p.i. 
(Figura 14B). 
Coincidentemente con lo observado en timo, el número y la frecuencia de Tregs esplénicas en 
los animales BALB/c controles fueron significativamente mayores que en C57BL/6 (Figuras 14C y 
1D). Además, mientras que en BALB/c su número experimentó un incremento progresivo conforme 
avanzaba la infección, en C57BL/6 no se evidenciaron cambios apreciables (Figura 13C). Sin 
embargo, la población esplénica de Tregs en las dos cepas murinas sufrió una marcada contracción 
porcentual durante la fase aguda de la infección, particularmente en C57BL/6 al día 21 p.i. (Figura 
14D),  donde la tasa de disminución del porcentaje de Tregs en C57BL/6 fue del 3,5 mientras que en  




Figura 14: Frecuencia y número absoluto de las Tregs en periferia durante la infección con T. 
cruzi   
A) Estrategia de “gating”  para la selección de las Tregs en periferia. B) "Dotplots" representativos de 
la frecuencia de células Tregs en sangre durante la infección. C) Número absoluto y, D) "Dotplots" 
representativos de la frecuencia de células Tregs en bazo durante la infección. E) Número absoluto, y 
F) "Dotplots" representativos de la frecuencia de células Tregs en ganglios linfoides subcutáneos 
(GLsc) durante la infección. Como puede observarse, la frecuencia de las Tregs en periferia disminuye 
durante la infección aguda, mientras que al día 100 p.i. los animales BALB/c, recuperaron los valores 
basales de tTregs. Los valores informados en cada cuadrante se expresan como media ±EEM de 3-6 
animales/grupo/día, excepto al día 100 p.i., con 3 animales/grupo.# = Diferencia con el grupo no 
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BALB/c fue de aproximadamente 2,5 veces. Estos cambios estarían fuertemente vinculados al 
contexto inflamatorio de la fase aguda, ya que los animales BALB/c que alcanzaron la fase crónica 
tendieron a restaurar los valores basales de Tregs. Por otra parte, la dinámica global de las Tregs en los 
GLsc fue similar a la observada en bazo, tanto en los animales BALB/c como en los C57BL/6, pero 
con cambios mucho menos evidentes (Figuras 14E y F). 
La densidad celular de expresión de FoxP3en Tregs de bazo y sangre también se vio afectada 
durante la infección, la cual decayó significativamente al día 21 p.i. en ambas cepas (Figuras 15A y 
B), hallazgos que sugerían algún grado de inestabilidad en el “pool” de Tregs durante la fase aguda. 
Sin embargo, en Tregs de GLsc no se observaron diferencias notorias (Figura 15C). 
En conjunto, estos resultados indicaban que los animales C57BL/6, a diferencia de los 
BALB/c, fallaban en expandir el “pool” de Tregs durante la fase aguda. 
En el bazo de los animales BALB/c infectados, el hecho de que el aumento numérico 
observado en las Tregs no se viera acompañado de un aumento en el porcentaje de estas células, 
indicaba que otras poblaciones celulares se estarían expandiendo aún más que las Tregs, 
contribuyendo a la hiperplasia desarrollada por este órgano. Una estimación de la efectividad con las 
que las Tregs suprimen a distintas poblaciones de células T efectoras (Tef) CD4+ y CD8+, consiste en el 
cálculo de la relación Tef/Treg. Dada la importancia de la población T CD4+ (tanto Th1 como Th2) en 
la infección causada por T. cruzi, definimos en BALB/c y C57BL/6 los porcentajes de Tregs y 
TefCD4+FoxP3- por citometría de flujo y comparamos la relación Tef/Treg obtenida durante el curso de 
la infección. Durante el curso de la infección tanto los animales C57BL/6 como BALB/c infectados 
incrementaron significativamente la relación Tef/Treg en sangre, bazo y GLsc (Figuras 16A, B y C 
respectivamente), si bien C57BL/6 lo hizo de manera más exagerada. En la fase crónica, los animales 
BALB/c normalizaron la relación Tef/Treg. Estos resultados indicaban que los animales C57BL/6 
infectados por T. cruzi expandían significativamente su población efectora sin que mediara una 
expansión similar en la población supresora; mientras que en BALB/c  la relación entre ambas 
poblaciones parecía ser más balanceada. 




Figura 15: Densidad de expresión de Foxp3 en Tregs periféricas 
Histogramas representativos e intensidad media de fluorescencia (IMF) de FoxP3 en Tregs de: A) 
Sangre, B) Bazo y C) Ganglios linfoides subcutáneos (GLsc)  al día 21 p.i en animales controles (Co)  
e infectados de ambas cepas. En los histogramas se representa: Co, área blanca; Infectados, área gris). 
Los gráficos de barra representan los valores relativos (VR) de IMF de FoxP3 en cada órgano al día 21 
p.i. Se considera el valor promedio de IMF obtenido en los animales controles como 100%. Los 
valores informados en las figuras corresponden a 1 experimento representativo de 3 llevados a cabo de 
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Figura 16. Relación Tef / Treg en periferia durante la infección chagásica en BALB/c y C57BL/6 
Por citometría de flujo, se determinaron los porcentajes de linfocitos T CD4+efectores (Tef 
CD4+FoxP3-) y Tregs en ambas cepas a distintos días p.i. y se confeccionaron los índices Tef/Treg. Los 
gráficos muestran los valores hallados en A) Sangre, B) Bazo y C) Ganglios linfoides subcutáneos 
(GLsc) durante el curso de la infección. Los datos corresponden a un experimento de 6 llevados a cabo 
en forma independiente y se expresan como media ±EEM de 3-6 animales/grupo/día, excepto al día 
100 p.i., con 3 animales/grupo.# = Diferencia con el grupo no infectado (Co) de la cepa 
correspondiente, p<0,05.*= Diferencia con BALB/c al mismo  día p.i.; p<0,05 
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4.2.2.2 Fenotipo de las Tregs y Tef en periferia 
A fin de estimar el impacto de la infección sobre el fenotipo de las Tregs y Tef en sangre y 
órganos linfoides secundarios, se analizó la expresión de marcadores de activación y memoria.   
Tal como previamente se había observado en timo, no todas las células del “pool” periférico 
de Tregs expresan constitutivamente la cadena α del receptor de IL-2, CD25. Los estudios realizados 
en animales controles de ambas cepas confirmaron la existencia de una población minoritaria en 
circulación cuyo fenotipo es CD4+FoxP3+CD25- (Figuras 17A). Un resultado similar se halló al 
evaluar su presencia en bazo y GLsc (Figuras 17C y E).  La frecuencia basal de Tregs CD25+  hallada 
en ambas cepas fue similar en sangre y bazo (Figura 17A), mientras que en GLsc fue mayor en 
BALB/c que en C57BL/6 (Figuras 17C y E).  
Una vez establecida la infección, la frecuencia en el “pool” de Tregs periféricas y la IMF de 
CD25 se incrementó notoriamente, siendo más evidentes en sangre y bazo (Figuras 17A-D). Sin 
embargo, no se observaron diferencias entre cepas, excepto al día 14 p.i. en GLsc, donde los ratones 
BALB/c exhibían una frecuencia levemente mayor (Figuras 17E y F). Al día 100 p.i. la frecuencia de 
las Tregs CD25+ en los animales BALB/c infectados fue similar a la de los animales controles.   
En cuanto a GITR, BALB/c mostró un frecuencia basal mayor de Tregs GITR+ circulantes que 
C57BL/6 (64.8±3.63 vs 45±5.65, p<0,05). Tras la infección, la frecuencia de las células Tregs GITR+ 
en sangre aumentó de manera significativa al día 21 p.i. en ambas cepas, si bien se mantuvo más 
elevado en BALB/c (BALB/c: 92.5±1.16*;  C57BL/6: 75.8±2.22. *p<0,05 vs. C57BL/6). Por otra 
parte, en bazo y GLsc solo se observó un incremento en los ratones BALB/c (no se muestran datos).  
Además, la IMF de GITR en las Tregs de los 3 órganos analizados prácticamente duplicó sus valores 
durante el trascurso de la infección en ambas cepas (p<0,05 vs Co al día 17 y 21 p.i.). Transcurridos 
100 días p.i., la frecuencia de las células Tregs GITR+ alcanzó un valor similar al de los basales. 
 




Figura 17: Características de la población Treg CD25+ periférica. 
Frecuencia de la población Treg CD25+ periférica procedentes de: A) Sangre, C) Bazo y E) Ganglios 
linfoides subcutáneas (GLsc). Los histogramas y las barras que se encuentran a la derecha muestran la 
densidad de expresión de CD25 al día 21 p.i en Tregs de BALB/c y C57BL/6 en B) Sangre, D) Bazo y 
F) GLsc. En los histogramas representativos se observa la expresión de CD25 en Tregs de un animal  
Control (Co) (área blanca) y de un animal infectados (área gris). Los gráficos de barra representan los 
valores relativos (VR) de intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD25 en cada órgano al día 21 
p.i. Se considera el valor promedio de IMF obtenido en los animales controles como 100%. Los 
valores informados en las figuras corresponden a 1 experimento representativo de 3 llevados a cabo de 
manera independiente (media±EEM, n=3-6/día/grupo). # = Diferencia con el grupo Co de la cepa 
correspondiente, p<0,05.*= Diferencia con BALB/c al mismo  día p.i.; p<0,05  
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Tal como se muestra en la Figura 18, se apreció un incremento en la frecuencia de células Tef 
CD25+ a partir del día14 p.i. en ambas cepas. Los animales BALB/c infectados mostraron una mayor 
proporción en circulación de células Tef CD25+ que los C57BL/6 al día 17 p.i.(Figura 18A). Una 
situación similar se registró tras 14 y 17 días p.i. en bazo (Figura 18C). En GLSc, si bien su 
proporción también estuvo aumentada durante el trascurso de la infección no se observaron diferencias 
entre cepas. Por otra parte, la población de células Tef que expresaban GITR se incrementó 
significativamente en los 3 órganos analizados al día 21 p.i. y en una magnitud similar en ambas cepas 
(Figuras 18B, D y F). En los animales BALB/c crónicos, la proporción de las TefCD25+ y Tef GITR+ 
tiende a recuperar sus valores basales. La IMF de ambos marcadores aumentó de forma similar en las 
Tef de ambas cepas durante el curso de la infección aguda (no se muestran datos).  
Las células T de memoria efectora o central surgen luego del reconocimiento de antígenos 
específicos y adquieren diferentes fenotipos y patrones de recirculación[303-305].Mientras que las 
células T de memoria central (MC) recirculan a través de tejidos linfoides secundarios, las de memoria 
efectora (ME) lo hacen entre los tejidos no linfoides. Este tipo de diferenciación se produce tanto en 
las células Tconv como en las Tregs a nivel de los órganos linfoides secundarios.  
A fin de evaluar como la infección modula en las Tregs y Tef el perfil de memoria que 
adquieren estas células, se definieron tal como se muestra en la Figura 19, siguiendo la descripción de 
Smiegel et al[305]. Estas determinaciones se realizaron sólo al día 17 p.i. 
La infección indujo un incremento significativo en la proporción de células Tef  de ME y MC 
tanto en bazo como en GLsc de ambas cepas(Figura 20 y Tabla 4). Estos incrementos fueron 
acompañados por una disminución en la frecuencia de las Tef “naïve”; lo cual indicaba claramente que 
la población Tef evaluada se había diferenciado como consecuencia de la infección. En bazo, los 
animales BALB/c presentaron un incremento en la proporción de las Tef de MC levemente mayor que 
los animales C57BL/6 (Tabla 4). 
La población de Tregs de memoria presentó un comportamiento muy diferente de las Tef. La 
población Treg de ME disminuyó tras la infección, independientemente del órgano o la cepa  




Figura 18: Expresión de CD25 y GITR en células Tef . 
Frecuencia de expresión de CD25 en Tef procedentes de: A) Sangre, C) Bazo y E) Ganglios linfoides 
subcutáneas (GLsc). Frecuencia de expresión de GITR en Tef procedentes de: B) Sangre, D) Bazo y 
F)GLsc. Los valores informados en las figuras corresponden a 1 experimento representativo de 3 
llevados a cabo de manera independiente (media±EEM, n=3-6/día/grupo). # = Diferencia con el  día d 
p.i. de la cepa correspondiente, p<0,05.*= Diferencia con BALB/c al mismo  día p.i.; p<0,05  
 
















































































































































Figura 19: Memoria Central y Memoria Efectora en células T. 
La expresión en células T de los marcadores de superficie CD62L y CD44 definen distintos perfiles de 
células de memoria (efectora o central), tal como ilustra el “dotplot” representativo. 
 
evaluada. Sin embargo, mientras que las Tregs de MC aumentaron su frecuencia en BALB/c, 
presentaron el comportamiento contrario en C57BL/6 (Tabla 4). Pese a esto, los animales BALB/c 
infectados presentaron una mayor proporción de Tregs de MC y ME que los C57BL/6 (Figura 20 y 
Tabla 4). 
Tabla 4: Frecuencia de las distintas subpoblaciones de memoria en Tefy Treg en bazo  
Control ME MC Naïve 
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Las poblaciones T de memoria central y efectora se evaluaron por citometría de flujo mediante la 
marcación de CD44 y CD62L. Los datos corresponden a la media ± EEM de 3-6 ratones/grupo (un 
experimento representativo de 3 series independientes).# = Diferencia con el grupo no infectado 











CAPÍTULO 4: RESULTADOS   
80 
 
Figura 20: Poblaciones de memoria Tef y Treg en órganos linfoides secundarios  
Las poblaciones T de memoria central (MC) y efectora (ME) se evaluaron por citometría de flujo 
mediante la marcación de CD44 y CD62L. Los "dotplots" representativos muestran la frecuencia de 
las poblaciones Tef y Tregs de ME y MC en: A)Bazo y B)Ganglios linfoides subcutáneos (GLsc) de 
animales controles e infectados. Los valores informados dentro de cada cuadrante corresponden a 
valores obtenidos en un animal representativo por grupo. 
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En conjunto, estos resultados sugieren que solo los animales BALB/c pueden diferenciar las 
Tregs hacia un fenotipo de MC. No obstante, la activación de las Tef está visiblemente favorecida por 
el contexto inflamatorio de la infección en detrimento de las Tregs. 
 
4.3Inmunointervenciones orientadas a modificar los niveles de Tregs 
Dado que la diferente susceptibilidad observada entre BALB/c y C57BL/6 podría estar 
relacionada con diferencias cuali y cuantitativas de la población de células Tregs, se decidió evaluar el 
impacto de cuatro estrategias destinadas a modular el número y/o la proporción de esta población, ya 
sea en forma previa o durante el curso de la infección. En estos ensayos, la evaluación de las Tregs se 
realizó principalmente en sangre (teniendo en cuenta que mostraron una dinámica y fenotipo similares 
a los observados en bazo). 
 
4.3.1Tratamiento con PC61 
Dado que las Tregs expresan CD25 en forma constitutiva, mientras que las Tef sólo lo hacen 
luego de su activación, la eliminación de la poblaciónCD25+empleando el AcMo PC61 (anti-CD25) en 
un contexto no inflamatorio es una estrategia ampliamente utilizada para eliminar selectivamente la 
población de células Treg y determinar sus funciones in vivo.  
Para determinar si la eliminación de las Tregs podía influenciar de forma diferencial el curso 
de la enfermedad aguda en los ratones C57BL/6 y BALB/c, se administró PC61 en forma i.p. o PBS 
(vehículo) en un esquema análogo. La eficiencia del tratamiento con PC61 fue similar en ambas cepas, 
ya que el porcentaje de reducción de la población CD4+CD25+en sangre fue cercana al 100% a las 48 
hs (Figura 21A) y se mantuvo en un nivel similar por 5 días más (no se muestran datos). En base a 
estos resultados, el tratamiento con PC61 se realizó 2 días antes de la infección.  
El grupo infectado al cual se le administró previamente el vehículo, se comportó tal como se 
mostró anteriormente en la Figura 13A: al inicio de la infección, alrededor del 80%de las células  




Figura 21: Efecto del tratamiento con PC61 sobre las poblaciones CD4+CD25+ y CD4+Foxp3+. 
Los animales fueron tratados con el AcMo PC61 o su vehículo e infectados 48 hs más tarde. 
A)“Dotplots” representativos del efecto de la administración de PC61 sobre la población circulante 
CD4+CD25+ a las 48 hs de tratamiento en animales C57BL/6. B) Frecuencia de la población CD25+ 
(dentro de la población CD4+FoxP3+) en sangre durante el curso de la infección en animales BALB/c 
y C57BL/6. C) Frecuencia de la población FoxP3+ (dentro de la población CD4+) en sangre durante el 
curso de la infección en ambas cepas D)“Dotplot” representativo de la población remanente 
CD4+FoxP3+ luego de 48 hs post-tratamiento con PC61 en animales C57BL/6. Los datos se expresan 
como media ±EEM (n=6-8/grupo) y corresponden a un experimento de dos llevados a cabo en forma 































































CAPÍTULO 4: RESULTADOS   
83 
 
CD4+FoxP3+ en sangre expresaban CD25 en ambas cepas, y su frecuencia se incrementó 
aproximadamente al 90 % al día 17 p.i. (Figura 21B).  Si bien el tratamiento con PC61 tanto en 
BALB/c como C57BL/6 causó la desaparición de las Tregs que expresaban CD25, durante el curso de 
la infección esta población se regeneró rápidamente, alcanzando valores similares a los de los 
animales no tratados al día 17 p.i. (Figura 21B). 
Un análisis más detallado, mostró que el tratamiento con PC61, si bien eliminaba 
eficientemente la población de células CD4+FoxP3+CD25+, solo eliminaba parcialmente las células 
Treg, ya que se detectó la presencia de una población remanente de células FoxP3+CD25- en ambas 
cepas murinas tras la administración del AcMo (Figuras 21C y D).  En ambas cepas, esta población 
remanente disminuyó aún más como consecuencia de la infección, alcanzando valores similares a los 
registrados en el grupo tratado con el vehículo tras 17 días p.i. (Figura 21C). La IMF de FoxP3 en la 
células remanentes no se alteró como consecuencia del tratamiento (no se muestran datos). Asimismo, 
debido a la reducción de la población Treg, la relación Tef/Treg fue significativamente mayor en el 
grupo PC61 que en los animales a los que se les administró el vehículo tanto al comienzo del 
experimento como al día 10 p.i. (p<0,05 en ambos casos). Al día 17 p.i., ambos grupos igualaron la 
proporción Tef/Treg (no se muestran datos). 
La reducción parcial delos niveles de Tregs no influyó en la parasitemia, como tampoco en el 
tiempo de supervivencia, independientemente de la cepa analizada (Tabla 5). 
Tabla 5: Efecto del tratamiento con PC61 sobre la parasitemia y tiempo medio de supervivencia  
  Parasitemia   






















Los valores de parasitemia corresponden a la mediana y rango del número de parásitos registrados en 
50 campos microscópicos 40X. El tiempo medio (TM) de supervivencia se expresa como media ± 
EEM en días. Los resultados corresponden a 1 experimento representativo de 2 series independientes 
(4-8 animales/día/grupo). Veh=vehículo. 
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En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con PC61 no permite evaluar 
fehacientemente el papel de las Tregs durante la infección con T. cruzi, ya que si bien PC61 
compromete a gran parte de la población Treg, la persistencia de una población FoxP3+CD25-, podría 
llevar a conclusiones erróneas que subestimen el papel de las Tregs en la infección por T. cruzi. En los 
animales tratados con PC61, el aumento en la proporción de células CD4+CD25+ tras la infección, 
podría deberse no sólo a la diferenciación de las células FoxP3+CD25- en FoxP3+CD25+, sino también 
a la generación de novo de células CD4+FoxP3+CD25+ a partir de células Tconv CD4+FoxP3-CD25-en la 
periferia. Otra posibilidad es que parte de dicho aumento se deba al suministro de nuevas tTregs a la 
periferia.   
 
4.3.2Transferencia adoptiva de células Tregs 
Dado que la susceptibilidad que muestran los animales C57BL/6 infectados con T. cruzi está 
asociada a una falla en la expansión de la población supresora, a continuación se decidió evaluar sólo 
en esta cepa si el curso de la infección se modificaba tras la transferencia adoptiva de células Tregs. 
Contemplando además la posibilidad de una regulación cruzada inmuno-endócrina, se analizó si la 
transferencia adoptiva repercutía en la producción de GCs. 
En condiciones ideales, el enriquecimiento de las Tregs debería realizarse a partir de FoxP3, 
que es el marcador inequívoco de las células Tregs en ratón. Sin embargo, debido a su naturaleza 
intranuclear, este no puede emplearse para separar Tregs cuando se pretende realizar a continuación la 
trasferencia adoptiva de dichas células, debido a que la marcación intracelular requiere un paso de 
fijación/permeabilización que vuelve a la célula inviable. Por dicho motivo y mediante separación 
inmunomagnética, se obtuvo a partir de GLsc una suspensión celular enriquecida en células 
CD4+CD25+en la cual posteriormente se chequeó la frecuencia de células FoxP3+. Mediante esta 
metodología, el 90% de las células obtenidas exhibieron el fenotipo CD4+CD25+FoxP3+. 
Finalmente, 100 µL de la suspensión enriquecida en Tregs (1.106 células/ratón) se transfirieron 
por i.v. (grupo Tregs). A un grupo de animales se le administró igual volumen de vehículo (grupo 
Veh). Si se tiene en cuenta que 1.106células es aproximadamente la misma cantidad de Tregs 
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registrada a nivel esplénico en los ratones C57BL/6, se puede tener una noción de la proporción que 
representa para el animal tal cantidad de células transferidas. A fin de no interferir en el proceso de 
transferencia, los animales fueron infectados 24 hs más tarde. En paralelo se procesó un grupo no 
tratado y no infectado (grupo control, Co) para controlar grado de estrés de los animales producto de la 
manipulación. 
Para evaluar el impacto de la administración exógena de Tregs sobre el curso de la infección, 
se determinó tanto la parasitemia como el peso de los ratones tras 7, 15 y 20 días p.i, mientras que la 
supervivencia se registró de manera diaria. Las Tregs se monitorearon en sangre una vez trascurridos 7 
y 15 p.i. La parasitemia aumentó progresivamente y si bien no difirió estadísticamente entre grupos, 
tendió a ser mayo en el grupo al cual se le realizó la trasferencia de Tregs (Tabla 6). El peso corporal 
disminuyó paulatinamente a lo largo de la infección, también se vieron diferencias en ambos grupos de 
ratones infectados (no se muestran datos). Asimismo, se observó que en el período registrado, la tasa 
de supervivencia en el grupo Tregs fue levemente más alta que en el grupo tratado con el vehículo 
(número de animales vivos/número total de animales utilizados: 2/3 y 2/5, respectivamente), aunque 
tampoco alcanzó significado estadístico (Tabla 6).  
Tabla 6: Efecto de la transferencia adoptiva de Tregs sobre la parasitemia y tiempo medio de 
supervivencia en animales C57BL/6 
  Parasitemia   
 7 15 20 TM de 
Supervivencia 
Veh 0 (1-0) 218(332-180) 587(727-448) 19±0,3 
Tregs    1(1-0) 227(326-129) 938(1330-547) 19±2,3 
Los valores de parasitemia corresponden a la mediana y rango del número de parásitos registrados en 
50 campos microscópicos 40X. El tiempo medio (TM) de supervivencia se expresa como media ± 
EEM en días. Los resultados corresponden a 1 experimento representativo de 2 series independientes 
(3-5 animales/día/grupo). 
 
 No se detectaron diferencias en la frecuencia circulante de Tregs entre ambos grupos 
infectados (Figura 22A), lo cual indicaría que la transferencia adoptiva de la población 
CD4+CD25+FoxP3+no afectaría la frecuencia global de la población reguladora en periferia tras 15 p.i., 
ni promovería la expansión de las mismas. Resultados similares fueron hallados al comparar la 
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frecuencia de CD25+ en las células CD4+FoxP3+ entre los grupos infectados (Figura 22B).Tampoco se 
detectaron diferencias en la IMF de CD25 y FoxP3 entre tratamientos (no se muestran datos).  
Por otra parte, si bien en los animales infectados la CT estaba visiblemente aumentada al día 
20 p.i. no se observaron diferencias entre el grupo al cual se le habían transferido las Tregs respecto 
del grupo tratado con el vehículo (Día 20 p.i., media±EEM (µg/dL): Co=0,2±0,1; Veh=15,4±1: 
Tregs=10,4±4, p=no significativa).  
En conjunto, estos resultados indican que la administración exógena de Tregs no alteró los 
principales parámetros inmuno-endócrinos asociados a la infección ni el curso de la misma, y permiten 
especular que sería el contexto inflamatorio el que impediría la expansión de esta población. De todas 
formas, no puede descartarse a priori que la trasferencia de una cantidad mayor de células podría 
haber modulado alguno de los parámetros evaluados. 
 
Figura 22: Frecuencia de las Tregs y TregsCD25+ durante la infección con T. cruzi  luego de 
trasferencia adoptiva de células CD4+CD25+FoxP3+. 
Al grupo Vehículo (Veh) se le administró vía i.v. PBS-SFB10%, mientras que al grupo Tregs se le 
trasfirieron por la misma vía 1.106 células enriquecidas en CD4+CD25+FoxP3+. Ambos grupos fueron 
infectados al día siguiente de la transferencia. En paralelo se procesó un grupo de animales al cual no 
se le realizó ninguna manipulación (Control, Co). A) Frecuencia de la población FoxP3+ (dentro de 
CD4+) al día 15 p.i. B) Frecuencia de la población CD25+ (dentro de CD4+FoxP3+) al día 15 p.i. Los 
valores informados corresponden a 1 experimento representativo de 2 llevados a cabo en forma 
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4.3.3Administración de IL-2 durante el curso de la infección. 
La biodisponibilidad de IL-2 es vital para el desarrollo de las Tregs y su administración in vivo 
a bajas dosis favorecería en forma selectiva la expansión de esta población celular[30, 48, 149]. Dada 
la disminución significativa de Tregs que manifestaban tanto los animales C57BL/6como los BALB/c 
infectados con T. cruzi, se evaluó si el tratamiento con IL-2 en dosis bajas tras el desafío con el 
parásito tenía un efecto expansivo sobre la población Treg y si esto repercutía sobre el curso de la 
infección. 
Se llevaron a cabo dos esquemas de administración de IL-2 por vía i.p. A un grupo de 
animales se les administró una dosis diaria de IL-2 (50.000 UI/día)durante los primeros 5 días p.i; 
mientras que a un segundo grupo se lo trató de manera similar durante los primeros 10 días p.i. El 
grupo control recibió 0,1 mL del vehículo (grupo Veh) en los mismos intervalos y por la misma vía. 
Transcurridos 10, 17 y 21 p.i., se evaluó en sangre las características de la población Treg y la 
parasitemia. La supervivencia se monitoreó durante el período de duración del experimento. 
La administración de IL-2 a los animales C57BL/6 en 5 o 10 dosis diarias consecutivas no 
modificó la parasitemia ni el curso de la infección. Sin embargo, en los animales BALB/c el 
tratamiento tendió a disminuir la parasitemia al día 21 p.i. e incrementó la mortalidad al 100% 
(muertos/vivos=8/8).  En la Tabla 7 se ejemplifican los resultados obtenidos tras 5 días de tratamiento 
con IL-2. 
Tabla 7: Efecto del tratamiento con IL-2 durante 5 días consecutivos sobre la parasitemia y el 
tiempo medio de supervivencia  
  Parasitemia   
   10 17 21 TM de 
Supervivencia 
BALB/c       Veh 10(18-3) 58(212-10) 252(498-128) 27.7±3.2 
                     IL-2 4 (7-1) 79(98-18) 160(180-100) 23.4±0.6 
C57BL/6      Veh 10(15-6) 65(148-8) 112(425-16) 23,4±5,0 
                     IL-2 12(16-3) 41(50-16) 309(341-278) 23,3±4,0 
Los valores de parasitemia corresponden a la mediana y rango del número de parásitos registrados en 
50 campos microscópicos 40X. El tiempo medio (TM) de supervivencia se expresa como media ± 









Tabla 8: Efecto del tratamiento con IL-2 sobre la población Tef CD25+  
Días post-infección 
 0 10 17 21 
BALB/c      Veh 1,9±0,4 3,0±0,5 5,2±0,7 11,2±1 
                   IL-2 1,5±0,5 6,3±1,9# 7,5±0,5#,* 22,8±2,2#,*,ϕ 
C57BL/6    Veh 1,3±0,4 3,4±0,5 4,2±0,2 10±0,5 
                   IL-2 1,0±1 6,6±2,1 6,2±0,3#,* 14,2±1,5#,* 
Los valores corresponden a la frecuencia de la población Tef circulante que expresan CD25. Los 
animales fueron tratados con 5 dosis consecutivas de IL-2 (50.000 UI) a partir del día 0 p.i. (Grupo IL-
2). Al grupo Vehículo (Veh) se le administró PBS en el mismo esquema.  Los resultados se expresan 
como media±EEM y corresponden a 1 experimento representativo de 2 series independientes (3-8) 
animales/día/grupo).# = Diferencia con el grupo no infectado (día 0) de la cepa correspondiente, 
p<0,05;  * = Diferencia con el grupo Veh de la cepa correspondiente al mismo día p.i., p<0,05.  ϕ = 

















































Figura 23: Efecto del tratamiento con IL-2 sobre la frecuencia de la población Treg y la relación 
Tef/Treg 
Los animales fueron tratados con 5 dosis consecutivas de IL-2 (50.000 U.I.) a partir del día 0 p.i. Al 
grupo Vehículo (Veh) se le administró PBS siguiendo el mismo esquema. A) Frecuencia de la 
población Treg CD25+ en sangre a distintos tiempos post-infección (p.i.). B) Relación Tef/Treg a 
distintos días p.i. Los resultados se expresan como media±EEM y corresponden a 1 experimento 
representativo de 2 series independientes (3-8) animales/día/grupo. # = Diferencia con el grupo Veh de 
la cepa correspondiente al mismo día p.i., p<0,05.   
 
Por otra parte, la administración de IL-2 en dosis bajas no solo falló en expandir y activar de 
manera selectiva la población de Tregs (Figura 23A), sino que por el contrario, estimuló 
preferentemente la expansión de las TefCD25+en los animales BALB/c, lo cual se reflejó en un 
aumento abrupto del índice Tef/Treg al día 21 p.i. que igualó el de C57BL/6 (Figura 23B y Tabla 8). Es 
CAPÍTULO 4: RESULTADOS   
89 
 
posible que el desbalance en la relación Tef/Treg causada por la IL-2 en los animales BALB/c 
infectados esté vinculado al aumento en la mortalidad observado en esta cepa. Asimismo, la mayor 
proporción de células Tef activadas CD25+detectadas en la sangre de los animales tratados sugiere que 
la administración de IL-2durante un proceso infeccioso, aún en dosis bajas, puede favorecer la 
activación y expansión de las Tef por sobre las Tregs. 
4.3.4 Administración de IL-2, dexametasona o ambos de manera previa a la infección. 
Como se mencionó anteriormente, la biodisponibilidad de IL-2 es esencial para el desarrollo 
de las Tregs. Sin embargo, en base a los resultados anteriores, era posible que la IL-2 administrada en 
un contexto inflamatorio fuera preferentemente consumida por las distintas poblaciones de células Tef. 
En este contexto, surgió la hipótesis de que la administración de IL-2 en dosis bajas de manera previa 
a la infección, podría incrementar la población endógena de células Tregs sin que esto estimulara de 
forma no deseada a las células Tef, y de esta forma generar un escenario que posteriormente podría 
atenuar la inflamación asociada a la infección.  
Asimismo, se ha reportado previamente que el glucocorticoide sintético Dex suprime la 
activación de las células Tef y puede a su vez amplificar la expansión dependiente de IL-2 de las 
Tregs[306]. Sin embargo, estudios pilotos llevados a cabo previamente por nuestro grupo, mostraron 
que su utilización durante el curso de la infección, al igual que la IL-2, no alteraba los principales 
parámetros de la infección (no se muestran datos). Por tal motivo, se decidió evaluar el efecto de la 
administración de Dex en forma previa a la infección, de manera individual y en forma conjunta con 
IL-2, sobre la población endógena de Tregs. 
En una primera etapa, el estudio se realizó en animales BALB/c y C57BL/6 controles, y 
consistió en la evaluación del efecto de la administración independiente o combinada de IL-2 y Dex 
durante 7 días consecutivos sobre la población Treg. Las dosis utilizadas fueron: Dex 14µg/día;  IL-2: 
50.000 UI/día. En el momento en el que se finalizó la administración de los compuestos y luego de 7 y 
14días post-tratamiento (dpt), se realizaron distintas evaluaciones en sangre y órganos linfoides 
secundarios.  
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Los tratamientos realizados con IL-2 o Dex incrementaron la frecuencia de las células Tregs.  
Interesantemente, la administración simultánea de ambos compuestos tuvo un efecto sinérgico sobre la 
población reguladora. Sin embargo, la magnitud resultante de tales efectos no fue similar entre cepas. 
Tal como puede observarse en la Figura 24, al día 0 dpt la frecuencia de Tregs en ambas cepas estaba 
aumentada como consecuencia de la administración de Dex+IL-2, mientras que la IL-2 solo logró 
efectos positivos en BALB/c. Por otra parte, la administración de Dex no expandió la población 
reguladora. Al día 7 dpt, todos los tratamientos incrementaron la frecuencia de las células Tregs 
circulantes en BALB/c, mientras que en los ratones C57BL/6 solo se observó un incremento 
significativo al administrar Dex o Dex+IL-2. En los animales C57BL/6, el efecto de tratamiento 
combinado al día 7 dpt fue incluso superior al observado al día 0 dpt (Figura 24B). Contrariamente,  
en los BALB/c su efecto comenzó a disminuir, si bien sus valores se mantenían aún por encima de los 
basales (Figura 24A).El incremento en la población Treg como consecuencia de la administración de 
Dex+IL-2 incluso pudo observarse 14 dpt en los órganos linfoides secundarios de ambas cepas (en la 
Figura 24sólo se ejemplifican los resultados obtenidos en GLsc).  
Incluso al momento de finalizarse los distintos tratamientos (0dpt), se observó un incremento 
en la frecuencia de la población Tregs CD25+ independientemente del tratamiento realizado, si bien 
era mucho más evidente en los que habían recibido Dex+IL-2 (Tabla 9). Dichas frecuencias tendieron 
posteriormente a estabilizarse y se mantuvieron por encima de los basales tanto al 7 dpt como 14 dpt 
en ambas cepas murinas (no se muestran datos).   
La evaluación del fenotipo de memoria de las Tregs en órganos linfoides secundarios reveló 
que los animales C57BL/6 que habían recibido Dex+IL-2 incrementaban las poblaciones Tregs de ME 
y MC en comparación con los que habían recibido el vehículo [ME,(%), Dex+IL-2 = 41.4±5.6; 
Veh=30.0±1.8, p<0,05; MC(%), Dex+IL-2 = 30.2±1.4; Veh=16.3±1.6, p<0,05]. En cambio, en los 
animales BALB/c, solo el tratamiento con Dex elevó la frecuencia de estas poblaciones [ME(%), Dex 
= 29.9±1.0; Veh=21.1±1.4, p<0,05; MC(%), Dex = 21.9±1.0; Veh=13.9±1.5, p<0,05].  
 












































































Figura 24: Efecto del tratamiento con IL-2, Dex y Dex+IL-2 sobre la población Tregs en un 
contexto no infeccioso. 
A ratones de ambas cepas se les administró 50.000 UI de IL-2 humana recombinante, 14µg de 
Dexametasona o bien ambos compuestos en forma conjunta de manera diaria durante 7 días 
consecutivos. Una vez finalizado el tratamiento (0 dpt) y tras 7 dias (7 dpt) se evaluaron las Tregs en 
sangre. A los 14 dpt, se analizó la frecuencia de la población Treg en órganos linfoides secundarios. A 
fines representativos, se muestran los resultados obtenidos en ganglios linfoides subcutáneos (GLsc). 
Los gráficos corresponden a la frecuencia de las Tregs obtenidos en: A)BALB/c, B)C57BL/6. Los 
valores corresponden a 1 experimento representativo de 2 llevados a cabo de manera independiente y 
se expresan como media ±EEM (n=6-8/día/grupo). Días post-tratamiento (dpt). *= Diferencia vs. 
Vehículo (Veh) al mismo dpt, p<0,05. 
 




Tabla 9: Efecto del tratamiento con IL-2, Dex o IL-2+Dex sobre la frecuencia de las TregCD25+  
 
 Veh IL-2 Dex Dex+IL-2 
 BALB/c        84,6±2,2 91,0±3,1* 92,7±0,9* 99,2±0,7*,# 
C57BL/6    85,1±2,5 95,4±0,5* 94,5±1,0* 98,0±0,3*,# 
 Los animales fueron tratados con 7 dosis consecutivas de IL-2 (50.000 UI), Dex (14µg/día) o ambos 
compuestos en forma simultánea. Al grupo Vehículo (Veh) se le administró PBS en el mismo 
esquema. Finalizados los  tratamientos las Treg CD25+  se evaluaron en sangre.  Los resultados se 
expresan como media±EEM y corresponden a 1 experimento representativo de 2(6-8) 
animales/grupo). * = Diferencia con el grupo Veh de la cepa correspondiente al mismo día p.t., 
p<0,05.  # = Diferente de los demás  tratamientos en la misma cepa, p<0,05.  
 
Estos hallazgos sugieren que la dinámica y la sensibilidad que se establece en la población de 
Tregs de ambas cepas son diferentes, si bien ambas responden positivamente al tratamiento con 
Dex+IL-2.  Al mismo tiempo, estos resultados muestran que el incremento logrado en la población de 
células Treg sería el resultado de la expansión de poblaciones pre-existentes y no de un incremento en 
el “output” tímico de tTregs “naïves” (generación de novo). 
Considerando que el tratamiento combinado logró expandir de manera más significativa la 
población endógena de Tregs en animales sin infectar de ambas cepas, a continuación se evaluó el 
potencial inmuno-modulador de este tratamiento, administrado en un esquema profiláctico 7 días antes 
de la infección.  
Para ello, se administró de manera conjunta Dex+IL-2 tal como se indicó en el punto anterior. 
Una vez finalizado el tratamiento, los animales fueron infectados y se evaluó la población Treg en 
sangre y en órganos linfoides secundarios a distintos días p.i. La supervivencia se monitoreó hasta el 
día 35 p.i. 
Durante las tres primeras semanas p.i., los animales C57BL/6 a los que se le administró 
Dex+IL-2 no presentaron diferencias significativas en su carga parasitaria respecto del grupo tratado 
con el vehículo (Tabla 10). Ningún animal C57BL/6 tratado con el vehículo e infectado supervivió 
más allá del día 23 p.i. Sin embargo, al día 28 p.i., una proporción sustancial de ratones tratados con 
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Dex+IL-2 aún estaban vivos (vivos/muertos: 3/8), si bien presentaban una elevada parasitemia. Estos 
animales murieron posteriormente al día 35 p.i (Figura 25A y Tabla 10). 

















































































Figura 25: Efecto del tratamiento profiláctico con Dex+IL-2 sobre el curso de la infección, la 
población Treg y relación Tef/Treg. 
A ratones de ambas cepas se les administró 50.000 UI de IL-2 humana recombinante y 14µg de 
dexametasona (grupo Dex+IL-2) en forma conjunta de manera diaria durante 7 días consecutivos, o 
PBS siguiendo  el mismo esquema (grupo Veh). Finalizado el tratamiento, los animales fueron 
infectados. A) La supervivencia de los animales se monitoreó hasta el día 35 p.i. (n=11/grupo). B)  
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Frecuencia de las Tregs en sangre a distintos días post-infección (p.i.). C) Relación Tef/Treg en 
órganos linfoides secundarios. A fines representativos, se muestran los resultados obtenidos en GLsc. 
Los valores informados corresponden a 1 experimento representativo de 3 independientes. Los datos 
correspondientes a las figuras B y C se expresan como media ±EEM (n=4-6/día/grupo).  #= Diferencia 
vs. Vehículo (Veh) al mismo día p.i.  p<0,05. 




 7 14 21 28  TM de Supervivencia 
Vehículo 
      BALB/c 

















      BALB/c 
















Los valores de parasitemia corresponden a la mediana y rango del número de parásitos registrados en 
50 campos microscópicos 40X, salvo en donde solo se informa el valor obtenido del único animal vivo 
a ese día p.i. El tiempo medio (TM) de supervivencia monitoreado al día 35 p.i. se expresa como 
media ± EEM en días. Los resultados corresponden a 1 experimento representativo de 2 series 
independientes(11 animales/grupo).†= No se registran animales vivos. #= Diferente del grupo tratado 
con vehículo (Veh), p< 0.05 
En contraste, mientras que los BALB/c tratados con el vehículo comenzaron a controlar la 
parasitemia a partir del día 21 p.i., los animales BALB/c que recibieron Dex+IL-2 murieron más 
tempranamente (Figura 25A y Tabla 10). Los resultados de tales experimentos mostraron que el 
tratamiento con Dex+IL-2 invirtió la susceptibilidad de ambas cepas, tornando a los animales 
C57BL/6 algo más resistentes mientras que los BALB/c incrementaron su mortalidad (vivos/muertos: 
1/10) y sucumbieron más tempranamente a la infección. 
Tanto en BALB/c como en C57BL/6,  los animales que habían recibido Dex+IL-2 lograron 
mantener los niveles de Tregs por encima de lo observado en el grupo Veh al día 7 p.i. Sin embargo, 
una semana más tarde (día 14 p.i.), la proporción de la población Treg se contrajo significativamente 
en ambos grupos(Figura 25B), si bien la población remanente exhibía una marcada expresión de CD25 
(no se muestran datos). 
En órganos linfoides secundarios (bazo y GLsc), el efecto de la administración de Dex+IL-2 
fue más persistente que en sangre, ya que al día 14 p.i. aún se observaban diferencias en términos de 
relación Tef/Treg(Figura 25C), Tregs FoxP3+ y  Tregs CD25+ (datos no mostrados).  
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Estos resultados sugieren que variaciones en el balance de los niveles endógenos de Tregs al 
momento de la infección, pueden influenciar significativamente el curso de la misma. Es posible que 
el incremento en el tiempo de sobrevida observado en los animales C57BL/6 tratados con Dex+IL-2 
sea el resultado de un mejor control de la respuesta inflamatoria. Contrariamente, la mayor morbi-
mortalidad que exhiben los animales BALB/c posiblemente se deba a un mayor control de la respuesta 
efectora por parte de la población Treg. Además, es posible que el tratamiento ejerza acciones 
inmunomoduladoras sobre otras poblaciones de células inmunocompetentes, distintas de las Tef CD4+, 
que contribuyan al resultado observado.  
 
4.4  Evaluación del papel de los GCs endógenos sobre la población de células Tregs 
 Para comprender la influencia que los GCs endógenos pudiesen tener sobre la homeostasis de 
las Tregs durante la infección aguda con T. cruzi, se evaluó el efecto que la depleción de CT tendría 
sobre las tTregs y pTregs. Para ello se extirparon las adrenales a ratones BALB/c y C57BL/6 (Grupo 
Adx) o bien fueron operados de manera simulada (Grupo Sham) 7 días antes de la infección(realizada 
con 1000 tripomastigotes). En concordancia con resultados previos de nuestro grupo[289], los 
animales Adx e infectados de ambas cepas, presentaron una disminución en el tiempo medio de 
sobrevida (Tabla 11). Incluso, la mortalidad en los animales BALB/c Adx se incrementó al 100% 
(vivos/muertos=8/8).La mayor susceptibilidad en los animales Adx no se relacionó con cambios en la 
cantidad de tripanosomas circulantes, ya que la evaluación de la parasitemia no arrojó diferencias 
significativas entre animales Adx y Sham (Tabla 11). 
 
Tabla 11: Efecto de la adrenalectomía sobre la parasitemia y el tiempo medio de supervivencia 
Parasitemia 14 TM de Supervivencia 
Sham 
      BALB/c 








      BALB/c 







   
Los valores de parasitemia corresponden a la mediana y rango del número de parásitos registrados en 
50 campos microscópicos 40X.  El tiempo medio (TM) de supervivencia se expresa como media ± 
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EEM en días. Los resultados corresponden a 1 experimento representativo de 3 series independientes 




Figura 26: Efecto de la eliminación de los GCs mediante adrenalectomía sobrelas Tregs y Tef  
Animales C57BL/6 y BALB/c fueron adrenalectomizados (Adx) o sometidos a cirugía simulada 
(Sham) 7 días previos a la infección por T. cruzi. Al día 14 p.i. los animales fueron sacrificados y se 
estudió la población Treg y Tef en periferia (bazo y GLsc) y tTreg en timo.A)Relación Tef/Treg en 
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absoluto de Tef. E) Frecuencia de tTregs.F) Número absoluto de tTregs. Los valores informados 
corresponden a 1 experimento representativo de 3 llevados a cabo de manera independiente y se 
expresan como media ±EEM.  # =p<0.05  vs. Sham al mismo día p.i. ; *p<0,05= Diferencia entre 
grupos. 
 
El “pool” de Treg periféricas sólo se evaluó tras 14 días p.i., dado que la muerte prematura que 
sufren los animales Adx e infectados representa un obstáculo técnico para llevar a cabo estudios al día 
17 o 21 p.i. En los animales C57BL/6 infectados, la depleción de GCs condujo a un incremento en la 
relación Tef/Treg en comparación con los Sham (Figura 26A).Este incremento se observó tanto en 
bazo como en GLsc, impulsado por una disminución en la frecuencia de las Tregs (Figura 26B). La 
menor proporción de Tregs observada en ausencia de CT, no guardó relación con el número absoluto 
de dicha población registrado en los órganos linfoides secundarios, el cual se mantuvo constante 
(Figura 26C). Por el contrario, en ambas cepas, el número absoluto de la población Tef fue mayor en 
los animales Adx (Figura 26D). Por otra parte, la ausencia de CT no provocó cambios en la frecuencia 
de expresión de CD25 (no se muestran datos). Estos resultados indican que la presencia de CT 
sostiene la relación Tef/Treg durante el proceso infeccioso y explicaría en parte porque en ausencia de 
la hormona los animales sufren una mayor mortalidad. 
Por otra parte, la caída progresiva en valores absolutos de las células tTregs durante el curso 
de la infección, podría estar relacionada a la pérdida masiva de timocitos DP causada por el aumento 
en los niveles de CT. Dado que nuestro grupo previamente demostró que la Adx prevenía dicha 
pérdida, se analizó si la ausencia de GCs también influenciaba la proporción y el número de las tTregs 
durante el curso de la infección. Los resultados de tales estudios mostraron que la pérdida numérica de 
las tTregs era menos evidente en los animales Adx (Figuras 26 E y F), mientras que las alteraciones en 
su proporción dentro del compartimiento CD SP se mantuvieron. Estos hallazgos sugieren que 
existirían otros mecanismos, independientes de GCs, que  estarían también operando sobre la dinámica 
de tTregs durante el curso de la infección.  
CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN   
98 
 
CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN 
 
En la actualidad aún se desconoce cuál es el papel que juegan las Tregs en la Enfermedad de 
Chagas, ya sea durante la fase aguda como en la crónica, si bien la mayoría de los trabajos sugieren 
que las Tregs favorecerían el control de la patología cardíaca. En este sentido algunos estudios 
muestran una asociación inversa entre la frecuencia de Tregs en circulación y el daño a nivel cardíaco 
[307-308], mientras que otros estudios in vitro, sugieren que independientemente de su número, las 
células Tregs de pacientes sin afectación cardíaca muestran una mejor respuesta supresora que la de 
los individuos con miocardiopatía, y que esta respuesta estaría relacionada a un mejor balance entre las 
citocinas IL-10 e IL-17 [307, 309].  
Dadas las dificultades inherentes a la investigación en seres humanos, los modelos 
experimentales son una herramienta útil a la hora de hacer especulaciones en torno al desarrollo de la 
inmunopatología chagásica. Si bien los modelos experimentales en roedores no necesariamente 
reflejan lo que sucede en los seres humanos, permiten hacer aproximaciones y proponen el diseño de 
nuevas estrategias de inmunomodulación. 
La evidencia científica acumulada en los últimos años ha demostrado que la interacción que se 
establece entre T. cruzi y su hospedero determina en gran medida el curso de la infección y, por lo 
tanto, el grado de desarrollo de inmunopatología. Una de las diversas causas que podrían afectar tal 
interacción la constituye el “background” genético del hospedero. En este sentido, estudios previos 
llevados a cabo por nuestro grupo, mostraron claramente que la infección con T. cruzi en animales 
C57BL/6 induce una respuesta Th1 muy exacerbada y letal, debida al menos en parte a un colapso de 
la red regulatoria inmuno-endócrina, mientras que en los animales BALB/c la respuesta era más 
eficiente y regulada[310-311]. Estos estudios no contemplaron posibles diferencias en la dinámica de 
la población Treg.  
En el mismo período de tiempo, otros autores reportaban resultados discordantes sobre el 
papel de las Tregs en el control de la infección y la inmunopatología[261, 312]. Incluso, la dinámica 
que se determinaba entre las Tregs y las Tef durante la infección aún permanecía sin esclarecer. 
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El objetivo del presente trabajo de tesis fue describir en mayor profundidad las características 
que adquiere la respuesta mediada por las células Tregs durante el curso de la  infección experimental 
y su posible influencia en la susceptibilidad/resistencia, así como también ahondar en el rol que los 
GCs tendrían en la homeostasis de las Tregs. 
Los hallazgos de tales estudios indican, en líneas generales, que los animales BALB/c 
(resistentes) responden con una expansión más eficiente del “pool” periférico de Tregs tras el desafío 
con el parásito, mientras que en los C57BL/6 (susceptibles), dicha población muestra un cierto grado 
de parálisis, sugiriendo que los mecanismos reguladores serían superados por parte de la respuesta 
efectora, probablemente como consecuencia de la exposición a señales que favorecen el desarrollo de 
las Tef. 
Asimismo, e independientemente del grado de susceptibilidad/resistencia del hospedero, la 
infección genera una afectación notable de la población tímica de células Tregs, que estaría más 
relacionada con la respuesta inflamatoria que con la infección per se.  
En relación a esto último, se sabe que diversos procesos infecciosos desencadenados por virus, 
bacterias, hongos y parásitos afectan notablemente al timo, alterando tanto el microambiente estromal 
como el desarrollo normal de los timocitos[313]. Aquí mostramos, en concordancia con datos previos 
[293, 298, 313-315], que la infección experimental por T. cruzi causa una progresiva atrofia tímica, 
que también repercute sobre la población de células tTregs. Por otra parte, la mayor dosis de parásitos 
utilizada en esta tesis, explicaría porque en BALB/c la atrofia es más evidente que en trabajos 
anteriores de nuestro grupo [293, 298, 313-315].  
Fisiológicamente, existe una continua necesidad de reponer células T maduras en la periferia. 
En roedores, el “pool” de linfocitos periféricos sería reemplazado alrededor de un 40% cada 3 días y 
una situación similar se ha reportado en seres humanos[316-317]. Esto sugiere que la pérdida global 
de la celularidad tímica como consecuencia de la atrofia, podría tener, no sólo consecuencias 
desfavorables en la generación de nuevas tTregs, sino que también afectaría el reabastecimiento de las 
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mismas al “pool” sistémico. En el contexto de una infección persistente, el deterioro del suministro de 
nuevas células al “pool” periférico podría afectar gravemente la resolución de la misma. 
Existen ciertas diferencias en la literatura respecto al nivel basal de tTregs en distintas cepas 
murinas, que se deben principalmente a las distintas estrategias de “gating” utilizadas[318]. Si bien la 
proporción de tTregs observadas en nuestros modelos estaban dentro del rango reportado por otros 
autores[319-320], nuestros resultados coinciden con lo descripto por Chen y col.[318], en donde la 
frecuencia basal de las tTregs en BALB/c prácticamente duplica la encontrada en C57BL/6. Dado que 
tal diferencia incluso se mantiene durante el curso de la infección, es posible que BALB/c sea, al 
menos durante la primera etapa de la infección, capaz de soportar más eficientemente el 
reabastecimiento de nuevas tTregs al “pool” sistémico y así favorecer el balance entre Tregs y Tef. Sin 
embargo, la pérdida radical que se observa en el número de las tTregs a partir del día 17 p.i., sugiere 
que el proceso de exportación de nuevas células a la periferia se ve drásticamente perturbado a finales 
de la fase aguda en ambas cepas. 
Es posible especular que la afectación de la composición del repertorio periférico de tTregs 
pueda influenciar alguno de los fenómenos autoinmunes observados durante la fase crónica de la 
Enfermedad de Chagas. Esta presunción es avalada por observaciones realizadas en pacientes crónicos 
asintomáticos quienes presentan una mayor proporción de Tregs en relación a aquellos que desarrollan 
la patología cardíaca [307, 309], como también por el hecho  que animales timectomizados durante la 
vida adulta y posteriormente infectados desarrollan una miocarditis de mayor gravedad[321].  
La pérdida de la población tTreg sería consecuencia directa de la pérdida masiva de timocitos 
DP y consecuentemente de sus precursoras inmediatas, las células CD4 SP. La depleción de ciertos 
factores de crecimiento también sería una causa adicional que contribuiría a la pérdida de las tTregs 
durante el curso de la infección. Experimentos llevados a cabo por Sakaguchi y col., mostraron que la 
neutralización de la IL-2 disminuía el número de tTregs [320]. Coincidentemente, un trabajo reciente 
de nuestro grupo mostró que la biodisponibilidad de IL-2 a nivel tímico se encuentra visiblemente 
disminuida en los animales infectados con T. cruzi[298].  
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La similitud de las alteraciones observadas a nivel tímico tras la infección aguda y la 
inoculación con LPS, insinúa que el comportamiento de las tTregs en ambas cepas no sería 
consecuencia de la infección  per se, sino que estaría más bien vinculada al establecimiento de la 
respuesta inmuno-endócrina asociada al proceso infeccioso. Del mismo modo, el restablecimiento de 
los valores normales de tTregs observados en BALB/c una vez alcanzada la fase crónica, muestra una 
clara asociación entre la disminución de la respuesta inflamatoria sistémica y la restitución de los 
niveles basales de CT. Siguiendo esta misma línea de pensamiento, estudios realizados por Roggero y 
col., muestran que los animales C57BL/6 que han sido  desensibilizados con LPS y luego infectados 
con T. cruzi desarrollan una menor respuesta inflamatoria y una pérdida menos notoria de timocitos 
DP[296]. De esta manera, los niveles de CT que se liberan en respuesta al desafío con LPS o con T. 
cruzi, serían responsables de la pérdida de los precursores de las tTregs. El hecho que la ablación de 
las adrenales resguarde en cierta medida a la población de células tTregs durante el curso de la 
infección refuerza la noción de que las alteraciones a nivel tímico serían el resultado de alteraciones 
mediadas por la respuesta inmuno-endócrina asociada al proceso infeccioso. 
El enriquecimiento porcentual de las tTregs dentro del compartimiento CD4 SP permite 
especular que las tTregs serían más resistentes que las CD4 SP Foxp3- a la apoptosis, 
independientemente del “background” genético del hospedero. En relación a esto, recientemente 
nuestro grupo confirmó que en animales C57BL/6 infectados, las tTregs presentan una menor tasa de 
apoptosis que las CD4SPFoxp3- y, que incluso, incrementan su proliferación [310-311]. Es posible 
que los cambios fenotípicos observados en las tTregs estén relacionados con un aumento en las señales 
de supervivencia de dichas células, o bien que las supervivientes sean las células más maduras[30, 
322]. 
La expresión de CD25 está relacionada con la capacidad de las tTregs de responder a IL-2 y se 
la ha asociado fuertemente con su capacidad supresora, mientras que a nivel tímico determina las 
diferentes etapas madurativas de estas células [323].Precisamente, las tTregs que no expresan CD25 
representan la población más inmadura, la cual ronda el 20% del total de las tTregs[320, 323]. El 
incremento observado durante el curso de la infección en la frecuencia de la población tTreg CD25+ 
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indicaría que las células remanentes tienen una mayor necesidad de respuesta a IL-2 y que 
posiblemente estarían favorecidas las vías de señalización involucradas en su maduración, 
proliferación y supervivencia [323]. Asimismo, y considerando que la expresión de GITR tendría un 
rol protector al favorecer vías anti-apoptóticas[301-302], es posible que las células remanentes sean las 
que han podido activar mecanismos de maduración y/o supervivencia. Es llamativo el hecho de que 
ambas cepas murinas, si bien incrementan la expresión de ambos receptores, no lo hacen de manera 
idéntica. Por ejemplo, mientras que BALB/c incrementa marcadamente la proporción de la población 
que expresa GITR, C57BL/6 incrementa también su densidad de expresión, lo cual sugiere que las 
vías y mediadores que favorecen tal activación pueden no ser necesariamente los mismos. 
El proceso migratorio intratímico de los timocitos y su exportación a la periferia una vez que 
han completado su proceso madurativo está en parte controlado por CD62L[324-325].Las tTregs 
CD62L- o CD62Llow constituyen una estirpe más inmadura, mientras que las tTregs CD62L+ o 
CD62Lhigh corresponden a una estadío más desarrollado [324-325]. El aumento de la  frecuencia de las 
células tTreg CD62L+ y el incremento de la IMF de CD62L+ observado al final de la infección aguda, 
podría indicar que solo aquellas células que han terminado su proceso madurativo son capaces de 
sobrevivir [326]. Por otra parte, este aumento podría estar asociado a los cambios en la localización 
cortico-medular que sufren las tTregs durante la infección[327].  
Existe una posibilidad que no puede descartarse y que resta investigar, relacionada con la re-
entrada de las células Tregs al timo. Es posible que las Tregs detectadas a nivel tímico con una 
marcada expresión de FoxP3, CD25 y GITR correspondan a células Tregs activadas que han 
reingresado al timo durante el curso de la infección. En condiciones fisiológicas, la re-entrada de 
células T maduras está restringida a ciertas poblaciones de células T activadas o de memoria[328-
329]. De modo que una vez exportadas a la periferia, las células T difícilmente regresen al timo a 
menos que sean activadas por antígenos en la periferia. En el contexto de la infección chagásica, el 
ingreso de Tregs al timo, bien podría ser solo el resultado de la recirculación de células efectoras hacia 
un tejido diana de la infección, ya que, eventualmente, se observan parásitos en el timo[313]. Sin 
embargo, si este fuera el caso, las células Tregs efectoras que reingresan, deberían mostrar un perfil de 
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expresión CD62Llow o CD62L-, que no coincide con lo observado. Debido a que aún no se dispone de 
un marcador fidedigno para distinguir tTregs de pTregs, no hemos podido aún establecer en qué 
proporción estas células llegan desde la periferia. Sin embargo, experimentos de transferencia adoptiva 
de Tregs entre animales infectados, en donde el donante sea un animal que exprese la proteína GFP 
acoplada al promotor de FoxP3 y el aceptor un animal “wild type”, podrían ayudar a esclarecer el 
punto en cuestión.  
Los estudios realizados a nivel periférico, mostraron claramente que los animales BALB/c 
responden más eficientemente en términos absolutos de Tregs que los C57BL/6, lo cual además se 
refleja en una dinámica más balanceada entre las Tregs y las Tef. Además, el incremento en los niveles 
de GCs inducidos por la infección sería crucial para mantener dicha relación. Estos resultados 
refuerzan la idea que la inflamación no solo está controlada por mecanismos intrínsecos, sino que 
también por la respuesta endócrina concomitante. El efecto beneficioso de la CT sobre el balance 
Tef/Treg podría no sólo estar relacionado con la diferente cinética de secreción hormonal durante el 
curso de la infección, sino también con una sensibilidad desigual entre las poblaciones Treg y Tef en 
cada cepa. Incluso, debe tenerse en cuenta los efectos que los GCs podrían tener sobre otras 
poblaciones que indirectamente afectarían a las Tregs. Por ejemplo, se ha reportado que los GCs 
mantienen a las CDs periféricas en un fenotipo inmaduro, lo cual las tornaría incapaces de transformar 
a células T “naïve” en pTregs durante un proceso infeccioso [330]. 
Se sabe que los GCs median sus efectos biológicos a través de su unión a los GR intracelulares 
y que posteriormente los complejos GC-GR se unen a sitios GREs en las regiones promotoras de 
genes que son modulados por los GCs [331]. Estudios moleculares realizados en la región promotora 
del gen murino de FoxP3, han identificado la presencia de múltiples y repetitivos sitios GRE [292]. 
Esto sugiere que la región promotora del gen de FoxP3 estaría bajo control positivo (transactivación), 
y de esta manera, la unión del complejo GC-GR al sitio GRE favorecería la expansión de las Tregs y 
su función supresora. También puede especularse que las células Tregs y Tef  posiblemente difieran en 
el nivel de expresión de los GRs y en el número de sitios GREs en los genes que son modulados por la 
hormona. Por otra parte, los efectos mediados por transrepresión génica (que involucra uniones 
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proteína:proteína) [332], podrían diferir no solo entre Treg y Tef, sino también entre cepas. Sin 
embargo, esta posibilidad aún no ha sido investigada en profundidad. 
Si bien existen una serie de estudios que muestran efectos positivos de los GCs sintéticos 
sobre las Tregs, también se han reportado algunos estudios, realizados tanto en seres humanos como 
en modelos experimentales, que discrepan con los primeros. Estos datos contradictorios  pueden 
deberse a diferencias en las dosis utilizadas, al esquema temporal de administración, a diferencias en 
la forma de caracterización de las Tregs (CD4+CD25high, CD25+FoxP3+ o CD4+FoxP3+), como 
también a diferencias en el “background” inmunológico y a las características de las enfermedades 
estudiadas[311, 333] [290-291, 310, 334]. Debe tenerse en cuenta además, que la mayoría de estos 
estudios fueron realizados en el contexto de enfermedades autoinmunes, las que pueden diferir 
drásticamente de una condición infecciosa. 
Cabe destacar, que no hay disponible en la bibliografía, estudios que evalúen las acciones de 
los GCs endógenos sobre la población Treg. En nuestro estudio, los niveles endógenos de CT parecen 
afectar preferencialmente a las Tef más que a las Tregs. Es posible también que además de los GCs, 
otras hormonas adrenales podrían producirse en respuesta a la activación del eje HPA e influenciar el 
balance Tef/Treg y el perfil de citocinas durante el curso de la infección[335]. 
El grado de “pasividad” que muestra la población Treg en los animales C57BL/6 en 
comparación con los animales BALB/c, podría estar vinculado al contexto inflamatorio asociado a la 
infección. La IL-2 es la citocina mas importante involucrada en la expansión y supervivencia de las 
células Tregs[336]. No obstante, en los animales C57BL/6 la incapacidad de expandirse que muestran 
estas células no estaría relacionada a una falta de biodisponibilidad de la citocina; ya que 
recientemente nuestro grupo demostró que al menos a nivel esplénico sus niveles estaban 
preservados[310-311]. Además, el fracaso del tratamiento con  IL-2 en dosis bajas, refuerza esta idea. 
Incluso, esta línea de pensamiento también sería válida al observar los resultados obtenidos en 
BALB/c, ya que la suplementación con IL-2 favoreció preferentemente la actividad efectora por sobre 
la supresora.  
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El incremento en las proporciones de linfocitos Tef o Tregs de MC o ME es el resultado de la 
activación de linfocitos  “naïve” en los órganos linfoides secundarios [32, 310-311, 337]. En nuestro 
modelo experimental, observamos que ambas cepas disminuían la proporción de células Tregs de ME, 
pero en los animales C57BL/6 esto era mucho más evidente. Estos resultados sugerían que en los 
animales C57BL/6 podía estar afectado el correcto “homing” de las Tregs a los órganos linfoides 
periféricos, como también su actividad supresora en los órganos blanco de la infección, favoreciendo 
el desarrollo de daño tisular. En relación a esto, cabe destacar que estudios histológicos realizados en 
corazón y músculo cardíaco de animales C57BL/6 infectados muestran un importante infiltrado 
mononuclear, pero escasas células Tregs [310-311]. Asimismo, el incremento en la proporción de 
Tregs de MC observada en los BALB/c insinúa que estos animales serían capaces de mantener una 
mejor respuesta protectora a largo plazo. 
A pesar de las diferencias en las poblaciones Tregs de memoria, ambas cepas incrementaron a 
niveles similares las poblaciones Tef  de MC y ME, lo cual ocurría a expensas de las Tregs con el 
mismo fenotipo, demostrando claramente que respondían al contexto inflamatorio y que en ambos 
casos, eran más eficientemente activadas. Esta aparente falta de respuesta de las Tregs podría ser el 
resultado tanto de una baja sensibilidad a señales proporcionadas por el microambiente inflamatorio, o 
bien a una frecuencia relativamente baja en la cantidad de células específicas para T. cruzi comparadas 
con las Tef. Teniendo en cuenta los diferentes haplotipos que presentan BALB/c y C57BL/6, esto 
último también podría explicar las diferencias en cuanto a la respuesta de las Tregs de ME.  
Estudios previos de nuestro grupo han mostrado que el perfil inflamatorio en los animales 
C57BL/6 está caracterizado por niveles sistémicos aumentados de TNF-α e IL-6, mientras que en 
BALB/c se ven más incrementados IL-1β e IL-10 [310-311]. Incluso, recientemente se demostró que a 
nivel esplénico, los animales C57BL/6 infectados mostraban un pico temprano de IFN-γ y una 
producción tardía de IL-10[310-311]. Las citocinas inflamatorias pueden ejercer acciones inhibitorias 
sobre las células Tregs que afecten tanto su diferenciación, proliferación y su funcionalidad. También 
podrían tornar a las Tef  refractarias a los efectos supresores de las Tregs. Por lo tanto, los distintos 
perfiles inflamatorios y la dinámica en la expresión de tales citocinas mostrados por BABL/c y 
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C57BL/6, podrían contribuir a las diferencias observadas en la respuesta supresora  [338-341]. 
Incluso, el hecho que tras la infección la IMF de FoxP3 se vea marcadamente disminuida en las Tregs 
del “pool" periférico de ambas cepas, hace sospechar que estas células presentan un cierto grado de 
inestabilidad que podría afectar su capacidad supresora, ya que estudios recientes  indican que la 
conversión de Tregs convencionales a Tregs con un fenotipo del tipo Th-efector podría estar 
relacionada con una disminución en la expresión de FoxP3[342-343]. En relación a esto último, 
estudios llevados a cabo por González y col., muestran que en C57BL/6 el contexto inflamatorio 
puede incluso inducir la polarización de las Tregs hacia un perfil Th1, con la consecuente expresión de 
IFN-γ y su factor de transcripción nuclear T-bet, lo cual repercutiría negativamente sobre su capacidad 
supresora [310-311]. Este tipo de polarización también se ha observado en otras infecciones 
experimentales causadas por parásitos y coronavirus [343-345].Se especula que la adquisición de este 
fenotipo polarizado podría incluso tener un “homing” preferencial hacia los tejidos inflamados y 
generar disturbios en las células que localmente presenten función supresora[310-311]. 
Dadas las características de las respuestas observadas tanto en BALB/c como en C57BL/6, nos 
propusimos modular la cantidad de las células Tregs mediante la implementación de distintas 
estrategias inmuno-moduladoras y así evaluar en mayor profundidad el papel de las Tregs en la 
infección por T. cruzi.  
Los resultados obtenidos tras la utilización de PC61 manifestaron claramente que esta 
manipulación podría conducir a conclusiones erróneas que subestimen el papel de las Tregs en la 
infección por T. cruzi. En particular, el análisis requeriría de una evaluación cuidadosa de la población 
de células Treg CD25-, ya que  se ha demostrado que son funcionalmente supresoras  y que se 
encuentran en números significativos en ratones normales[30, 346-347]. 
Cabe destacar, que en los trabajos pioneros que llevaron a pensar que las Tregs no tenían un 
papel relevante en el curso de la infección experimental, utilizaron como estrategia metodológica la 
administración de PC61inclusodurante el curso de la infección [312, 348]. Este mismo tipo de 
evaluaciones también se realizaron en el contexto de infecciones causadas por P. aeruginosa [349], T. 
gondii[350]  y virus Influenza[351], sin tener en cuenta su efecto sobre las células Tef activadas, la 
presencia de células Tregs CD25- y la posibilidad de inducción de nuevas pTregs. La utilización de 
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PC61 podría incluso eliminar otras poblaciones que expresan CD25, tales como células T CD8, NK, 
NKT y linfocitos CD19+, que de realizarse en animales BALB/c y C57BL/6 podría repercutir de forma 
diferente sobre el proceso infeccioso[352]. No obstante, nuestros resultados están en consonancia con 
los reportados por Couper y col., llevados a cabo en un modelo experimental de malaria. En este 
estudio, los animales tratados con PC61 y 7D4 exhibían una población remanente de células 
FoxP3+CD25low/-con una fuerte capacidad supresora, que tras la infección con Plasmodium, 
expresaban CD25 y se expandían rápidamente reconstituyendo el “pool” periférico de Tregs 
CD25+[346]. 
Si bien la transferencia adoptiva de Tregs en ratones C57BL/6 no resultó exitosa, nos permite 
especular que señales derivadas del contexto inflamatorio podrían haber impedido la expansión de esta 
población, o bien que a pesar de haber aumentado el número basal de Tregs, la proporción de células 
Tregs específicas para antígenos de T. cruzi se mantenga en niveles muy bajos. En relación a esto, 
algunos estudios han logrado una supresión más eficiente al trasferir  células Tregs purificadas a partir 
de animales crónicamente infectados, lo cual supone un enriquecimiento en células Tregs efectoras 
específicas para el parásito[300]. De todas formas, debe tenerse en cuenta que la trasferencia de una 
cantidad mayor de células podría haber sido más efectiva, ya que en la literatura se reportan estudios 
en donde el rango utilizado varió desde 1.106a  6.106[353-355]. 
Otra de las estrategias implementadas consistió en administrar IL-2 en dosis bajas a fin de 
activar a las Tregs e incrementar su actividad supresora de manera tal que contribuyera al control de la 
respuesta inflamatoria asociada a la infección. Esta estrategia había sido exitosamente utilizada en el 
contexto de enfermedades inflamatorias crónicas y modelos de autoinmunidad [150, 356-358]. La 
dosis elegida (50.000 UI), si bien mostró ser adecuada para evitar el desarrollo de diabetes tipo 1 en un 
modelo murino[149], en el contexto de la infección por T. cruzi no tuvo efectos palpables sobre el 
curso de la infección, si bien en los animales BALB/c incrementó la expansión de la población Tef. Es 
posible que la falta de eficacia del tratamiento con IL-2 resida en que, tras la infección, las Tef se 
activan y expresan rápidamente CD25, lo que posiblemente  las torne más sensitivas a la IL-2 que las 
Tregs, aun cuando sea administrada en bajas dosis.   
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 Otra estrategia utilizada para expandir y activar a las Tregs consistió en la administración 
simultánea de un GC sintético en combinación con IL-2[306, 311, 359]. Los estudios realizados en 
ratones no infectados mostraron que la administración combinada de Dex+IL-2 tenía un efecto 
sinérgico sobre las Tregs, lo que permitió posteriormente evaluar el potencial inmunomodulador de 
dicha combinación de manera profiláctica sobre el curso de la infección. Los resultados de tales 
estudios mostraron que la terapia combinada mantuvo elevada la frecuencia de las Tregs al comienzo 
de la infección en ambas cepas. Incluso, dicho tratamiento aumentó el tiempo de supervivencia de los 
C57BL/6, mientras que en los BALB/c causó el efecto contrario. En conjunto, estos resultados 
indicarían que el incremento basal de células Tregs en los animales más susceptibles permitía un 
mejor manejo de la inflamación, evidenciado por la disminución en la relación Tef/Treg. En los 
animales C57BL/6 incluso se ha observado que la implementación del tratamiento combinado 
acrecienta la expresión esplénica de mediadores tales como IL-10 e IL-12 en bazo[310-311], los 
cuales favorecen el establecimiento de la respuesta Th1/Th2 mas balanceada (Hall et al., 2012a, Hall 
et al., 2012b), 
 Contrariamente, y tal como se informa en la literatura, un excesivo control de la respuesta 
inmune por parte de las Tregs puede conducir a la expansión del agente infeccioso y producir la 
muerte del hospedero[180-181]. Este escenario se asemeja a lo ocurrido en BALB/c tras el tratamiento 
combinado, ya que se observó en los animales supervivientes un incremento en el número de parásitos 
y un incremento en la mortalidad,  posiblemente a causa del daño tisular directo ejercido por T. cruzi. 
 Interesantemente, la demostración que la administración de Dex+IL-2 modula el balance 
Tef/Treg en contextos altamente inflamatorios e influencia el curso de la infección, abre nuevas 
perspectivas en el diseño de tratamientos que eviten la inmunopatología asociada a la infección. Más 
aún, estos resultados podrían ayudar a optimizar terapias que específicamente expandan a las Tregs 
durante el curso de diversas infecciones que cursen con inmunopatología. En el caso particular de la 
Enfermedad de Chagas, estas terapias podrían combinarse con drogas antiparasitarias tales como 
Benznidazol o Nifurtimox, a fin de controlar al mismo tiempo tanto al parásito como a la respuesta 
inflamatoria que este induce.   
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 Durante la fase aguda de la infección por T. cruzi las tTregs experimentan profundas 
alteraciones, lo cual podría influenciar en los fenómenos de desregulación inmune observados 
durante la fase crónica. 
 La infección induce en paralelo a la pérdida numérica de las tTregs, un enriquecimiento 
porcentual en las poblaciones tTreg CD25+, GITR+ y CD62L+, lo cual podría estar relacionado 
con un aumento en las señales de supervivencia de las células remanentes, o bien que las 
supervivientes sean las células más maduras. No puede descartarse que estas poblaciones sean 
células Tregs activadas que han reingresado al timo. 
 La mayor resistencia observada en BALB/c se asoció a niveles basales más elevados de Tregs 
en periferia y a una expansión más eficiente de esta población durante el curso de la infección. 
Por el contrario, en los animales C57BL/6, dicha población muestra un cierto grado de 
parálisis, sugiriendo que los mecanismos reguladores serían superados por la respuesta 
efectora, probablemente como consecuencia de la exposición a señales que favorezcan el 
desarrollo de las Tef. Por otra parte, los animales BALB/c mostraron también una mejor 
proporción de Tregs de ME y MC que los C57BL/6.  
 La frecuencia de las Tregs tanto en BALB/c como en C57BL/6 disminuye durante el curso de 
la infección, y esto se ve reflejado en un incremento en la relación Tef/Treg. Sin embargo, 
C57BL/6 lo hizo de manera más exagerada que BALB/c. 
 En ambas cepas, las Tregs del “pool” periférico disminuyen la IMF de FoxP3, lo cual sugiere 
un cierto grado de inestabilidad en estas células, posiblemente causada por señales del 
contexto inflamatorio.  
 Los GCs endógenos serían necesarios para mantener el balanceTef/Treg, si bien parecen 
afectar preferencialmente a las Tef más que a las Tregs. 
 La administración de Dex+IL-2 moduló positivamente el balance Tef/Treg e influenció el 
curso de la infección. Esta estrategia permitiría optimizar terapias que expandan 
específicamente a las Tregs en otros contextos inflamatorios. 
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